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 Resumen y Abstract                                                                                                                                             V                                     
 
 
La necesidad de buscar alternativas al petróleo, para suplir la demanda energética mundial, ha 
incentivado la producción de azúcares y etanol a partir de biomasa lignocelulósica. En este proceso 
juegan un papel muy importante las enzimas con alto poder deslignificante para facilitar la etapa de 
hidrólisis y obtención de azúcares. En el presente trabajo, se evaluó la obtención de un complejo 
enzimático lignocelulolítico mediante el cultivo sumergido de Pleurotus ostreatus y Panicum 
maximum como sustrato, y el efecto sobre su degradación. Se seleccionó esta gramínea entre ocho 
analizadas inicialmente, por su mayor productividad de biomasa, ya que la caracterización 
fisicoquímica en cuanto a celulosa y lignina fue similar en todas. Se analizó a nivel matraz el efecto 
de inductores metálicos, concentración de sustrato y tiempo sobre la actividad lacasa. Los valores 
que maximizaron esta actividad fueron: cobre 6,0 mM, manganeso 3,50 E-08 mM, cadmio 2,3 mM, 
gramínea 5,2% p/v y tiempo 9,6 días. Bajo estas condiciones, en biorreactor se alcanzó una 
actividad lacasa de 3819,2 U/L y una productividad volumétrica de 31,8 U/L/h, superiores 2,5 y 4,7 
veces respectivamente, con relación a las obtenidas en matraz. Finalmente, se evaluó el efecto del 
complejo enzimático sobre la degradación de P. maximum, y se obtuvo un grado de deslignificación 
de 25,5% y de celulosa y hemicelulosa hidrolizada de 4,9% y 1,1% respectivamente. El extracto 
obtenido presentó alta actividad lacasa y capacidad de degradación parcial de lignina, por lo tanto, 
tiene aplicación no solo en procesos de obtención de azúcares, sino en la industria textil, en la 
oxidación de compuestos fenólicos, en biorremediación y en procesos de deslignificación en 
general. 
 
Palabras clave: enzimas lignocelulolíticas, Pleurotus ostreatus, Panicum maximum, inductores 
metálicos, actividad enzimática, lacasa, deslignificación. 
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The need for alternatives to oil, to meet global energy demand, has encouraged the production of 
sugars and ethanol from lignocellulosic biomass. In this process, play a very important function the 
enzymes with high power of delignification to facilitate the hydrolysis step and obtaining sugars. In 
the present study, was evaluated the production of and lignocellulolytic enzyme complex by 
submerged culture of Pleurotus ostreatus and Panicum maximum as a substrate, and its effect on the 
degradation of the substrate. This grass was selected among eight tested initially at higher biomass 
productivity, as the physico-chemical characterization in terms of cellulose and lignin was similar in 
all. In flask, it was analyzed the effect of metal inductors, concentration of substrate and time on 
laccase activity. The values that maximized this activity were: copper 6.0 mM, manganese 3.50 E-
08 mM, cadmium 2.3 mM, grass 5.2% w / v and time 9.6 days. Under these conditions, the 
bioreactor was achieved laccase activity of 3819.2 U / L and volumetric productivity of 31.8 U / L / 
h, 2.5 and 4.7 fold higher respectively compared to those obtained in the flask. Finally, it was 
evaluated the effect of the enzyme complex on the degradation of P. maximum, and obtained a 
degree of delignification 25.5%, hydrolyzed cellulose and hemicellulose 4.9% and 1.1% 
respectively. The extract obtained had high laccase activity and ability to partial degradation of 
lignin, therefore, applies not only in processes for obtaining sugar, but in the textile industry, in the 
oxidation of phenolic compounds, in bioremediation and delignification processes in general. 
 
Keywords: lignocellulolytic enzymes, Pleurotus ostreatus, Panicum maximum, metal inducers, 
enzymatic activity, laccase, delignification. 
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El continuo aumento de la demanda energética mundial, junto a los problemas asociados con el 
agotamiento de las reservas de combustibles fósiles y las emisiones de CO2 generadas en su 
empleo, se ha convertido en una de las principales preocupaciones para los gobiernos, las ONG‟s y 
la sociedad en general. Se calcula que aproximadamente el 87% de la energía utilizada en el 
mundo es derivada de fuentes no renovables como el petróleo, el gas natural y el carbón,  y cerca 
del 28% del consumo energético se encuentra en forma de combustibles líquidos para el transporte 
(Merino, S. y Cherry, J., 2007).   
 
Debido a la necesidad de satisfacer los requerimientos energéticos actuales, al continuo incremento 
en el precio del petróleo y la reducción de sus reservas, se ha incentivado el surgimiento de nuevas 
tecnologías para la producción de energía a partir de fuentes renovables como es el caso del etanol, 
biodiesel e hidrógeno entre otras, las cuales se consideran alternativas potenciales para reemplazar 
parcialmente las fuentes de energía convencionales y generar un menor impacto ambiental. Las 
emisiones de CO2 generadas por la producción y uso de biocombustibles son compensadas por la 
absorción de CO2 durante el crecimiento de las plantas, a partir de las cuales dichos materiales se 
producen.  
 
El etanol se considera una solución energética a mediano plazo, ya que contribuye con la 
disminución de la emisión neta de CO2.  Estudios indican que cuando el etanol es usado como 
combustible de un automóvil, la emisión neta de CO2 será menos del 7% de la emisión neta usando 
gasolina (Bergeron, P., 1996). La demanda de etanol está creciendo paralelamente con la demanda 
total de combustibles y en el mercado está asociada con el aumento del precio del barril de 
petróleo. Se prevé que en los próximos 30 años el consumo de combustibles líquidos crecerá en un 
55% y generará una presión hacia la producción de etanol (IICA, 2007). Se considera que el 
suministro será por vía fermentativa ya que las rutas petroquímicas se tornarán cada vez más 
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costosas por el aumento del precio del petróleo, como consecuencia principalmente de la 
disminución de sus reservas. 
 
La biomasa lignocelulósica se considera uno de los recursos más abundantes en el planeta que 
puede ser empleada como materia prima para la síntesis de productos químicos y obtención de 
energía. Las principales aplicaciones de los azúcares generados a partir de la hidrólisis de 
materiales lignocelulósicos son la obtención de una serie de productos orgánicos de interés 
industrial, como el etanol, obtenido por la fermentación de dichos azúcares. Los cultivos 
energéticos como la paja de trigo, pastos como “switchgrass” (Panicum virgatum) y “miscanthus” 
(Miscanthus sinensis), árboles de rápido crecimiento y residuos sólidos urbanos se consideran las 
futuras fuentes para la producción de etanol celulósico (RFA, 2008).  
 
En Colombia, las gramíneas forrajeras o pastos de corte se consideran cultivos energéticos con 
gran potencial para la producción de azúcares  por su alta producción de biomasa por unidad de 
área, no son cultivos destinados a la alimentación humana, poseen un mínimo requerimiento de 
fertilizantes, uso de suelos no aptos para la agricultura, son cultivos perennes y con facilidad de 
adaptación y crecimiento en diferentes condiciones climáticas. Dentro de los más estudiados se 
encuentran: Brachiaria decumbens, Panicum maximum, Andropogon gayanus y gramíneas del 
género Pennisetum en general (Belalcázar, D. et al., 1995). 
 
La producción de azúcares a partir de material lignocelulósico comprende dos etapas: pre-
tratamiento e hidrólisis. En el pre-tratamiento se busca aumentar el área superficial, reducir la 
cristalinidad de la celulosa y disociar el complejo celulosa-lignina, favoreciendo la exposición del 
sustrato a la segunda etapa del proceso, la hidrólisis, la cual puede ser ácida o enzimática. Dentro 
de los pre-tratamientos se encuentran los siguientes: mecánicos, explosión con vapor, ácidos, 
alcalinos, de oxidación, biológicos y combinaciones de estos. El pre-tratamiento biológico tiene 
ventajas sobre los otros porque requiere menor consumo energético, bajo costo de capital, 
condiciones suaves en el proceso, es específico para la degradación de lignina, además de la 
reducción en la concentración de inhibidores de la fermentación (Alvira, P. et al., 2009). 
 
El pre-tratamiento biológico degrada principalmente la lignina gracias a la acción de enzimas 
ligninolíticas. Estas enzimas pueden ser obtenidas a partir de bacterias u hongos de podredumbre 
blanca como “Pleurotus ostreatus”, que actualmente es de gran interés investigativo por su poder 
deslignificante y facilidad en las condiciones de cultivo sobre una gran variedad de sustratos. El 
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complejo enzimático obtenido a partir del cultivo de este hongo, opera conjuntamente para 
degradar principalmente lignina y en menor grado la celulosa, facilitando la posterior etapa de 
hidrólisis de celulosa y producción de azúcares (Leonowicz, A., 1999). 
 
Sin embargo, el pre-tratamiento biológico presenta problemas asociados principalmente con el 
largo tiempo requerido para lograr un adecuado grado de deslignificación, susceptibilidad a 
cambios en las condiciones del proceso, baja actividad enzimática y el costo generado por el 
sustrato. Una opción para reducir el tiempo de operación e incrementar la viabilidad del proceso es 
la aplicación directa de los complejos enzimáticos obtenidos a partir del cultivo en fermentación 
sólida o sumergida de hongos basidiomicetos sobre diferentes sustratos. 
 
Anderson, W. et. al., (2005) estudiaron el pre-tratamiento enzimático de las gramíneas: Panicum 
virgatum, Cynodon dactylon y Pennisetum purpureum, y demostraron que los subproductos  
presentan un valor añadido como materia prima para la elaboración de antioxidantes nutricionales, 
absorbentes ultravioleta y resinas. Taniguchi, M. et al., (2005) estudiaron el efecto del pre-
tratamiento de cascarilla de arroz usando 4 hongos de podredumbre blanca, y 60 días de cultivo en 
fermentación sólida. La pérdida de peso fue de 25%, y los grados de deslignificación de 41, 37, 21 
y 18% para Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium y 
Ceriporiopsis subvermispora respectivamente. Igualmente, se han evaluado otros sustratos 
(cáscaras de mandarina, manzana y banano, paja de trigo y hojas de árboles) para la producción de 
complejos enzimáticos lignocelulolíticos (Elisashvili, V. et al., (2008).  
 
Teniendo en cuenta el papel fundamental que juegan las enzimas en la degradación de materiales 
lignocelulósicos, los avances en este campo investigativo y el alto costo que representa la 
producción de extractos enzimáticos, lo cual es una barrera significativa en su comercialización, 
surge el interés por desarrollar procesos estandarizados para la producción de estos extractos con 
alto poder deslignificante para emplearlos principalmente en la producción de azúcares 
fermentables. Igualmente, tienen aplicación en la industria textil, oxidación de compuestos 
fenólicos, biorremediación y en procesos de deslignificación en general. 
 
En la presente investigación se presenta la metodología para la producción y análisis de enzimas 
ligninolíticas y celulolíticas sobre la degradación de un material vegetal. El objetivo general es 
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obtener un complejo enzimático lignocelulolítico a partir del cultivo sumergido de Pleurotus 
ostreatus y evaluar su efecto sobre la degradación de una gramínea forrajera tropical. Los objetivos 
específicos son: seleccionar entre ocho especies de gramíneas forrajeras tropicales, la que será 
empleada como sustrato para la producción de enzimas lignocelulolíticas con P. ostreatus, 
establecer las mejores condiciones para la producción de enzimas lignocelulolíticas con P. 
ostreatus a nivel matraz, evaluar en biorreactor la producción de un complejo enzimático 
lignocelulolítico bajo las condiciones establecidas a nivel matraz, y evaluar el efecto del complejo 
enzimático obtenido sobre la degradación de la celulosa, la hemicelulosa y la lignina de la 
gramínea forrajera seleccionada. 
 
Para dar cumplimiento a los objetivos planteados, inicialmente, se analizaron ocho especies de 
gramíneas forrajeras y se realizó la selección del sustrato de acuerdo a su productividad de biomasa 
y contenidos de celulosa y lignina. Empleando este material como fuente de carbono, se planteó un 
diseño experimental de superficie de respuesta y se establecieron las mejores condiciones para la 
producción de enzimas lignocelulolíticas con P. ostreatus a nivel matraz. Finalmente, se llevó a 
nivel biorreactor la producción del complejo enzimático bajo las condiciones establecidas a nivel 
matraz, y se evaluó el efecto del complejo enzimático obtenido sobre la degradación de la 
gramínea forrajera seleccionada. 
 
Este trabajo está compuesto por cuatro capítulos: En el primer capítulo se presentan los 
fundamentos teóricos y principales antecedentes de producción de enzimas lignocelulolíticas y su 
efecto sobre materiales lignocelulósicos. En el segundo se selecciona la gramínea forrajera, su 
periodo de corte y caracterización fisicoquímica en general. El tercer capítulo corresponde al 
diseño del medio de cultivo y condiciones para la producción de enzimas lignocelulolíticas con P. 
ostreatus a nivel matraz. Se analizó el efecto de los siguientes factores experimentales: cobre, 
manganeso, cadmio, tiempo y concentración de sustrato, sobre la actividad lacasa como variable de 
respuesta. El cuarto capítulo presenta el análisis a nivel biorreactor de la producción del complejo 
enzimático obtenido bajo las condiciones establecidas a nivel matraz y el estudio del efecto de este 
complejo sobre la degradación de la celulosa, la hemicelulosa y la lignina de la gramínea forrajera 
seleccionada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El alcohol carburante para los efectos de la Norma Colombiana NTC 5308 se entiende como el 
etanol anhidro obtenido a partir de la biomasa, que tiene un contenido de agua inferior al 0,7% en 
volumen. Este producto se puede obtener a partir de materias primas como remolacha, caña de 
azúcar, maíz, yuca, o celulosa proveniente de material vegetal o residuos agroindustriales, 
mediante procesos como fermentación de compuestos orgánicos acompañados de un proceso de 
deshidratación de alcohol, o por hidrólisis de materiales ricos en almidón o celulosa, para 
obtención de azúcares fermentables y su posterior fermentación a etanol. 
 
Teniendo en cuenta que las reservas de petróleo han disminuido con el tiempo, a finales del siglo 
XIX eran de 2,2 trillones de barriles y actualmente apenas llegan a 1,13 trillones de barriles a nivel 
mundial (IICA, 2007), y a la problemática ambiental que trae consigo la utilización de este 
combustible, se comenzó a desarrollar un mercado de bioetanol como carburante, el cual 
incrementa cada día su demanda. La Agencia Internacional de Energía IEA, predice que el etanol 
tiene el potencial de suplir el 10% de la gasolina utilizada en el mundo para el año 2025 y el 30% 
en 2050, comparado con el 2% del año 2005 (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2006). 
 
En el país existe un amplio marco normativo en el tema de biocombustibles. Respecto a bioetanol, 
se reglamentó la Ley 693 de 2001, o ley de alcoholes, la cual establece que a partir del 25 de 
Septiembre del 2005 los centros urbanos con más de 500 mil habitantes deben utilizar gasolina con 
un 10% de componentes oxigenados. Se calcula que la utilización de este porcentaje de etanol en la 
gasolina ocasione una reducción en las emisiones de CO entre 22% y 50% en vehículos de 
carburador y reducciones menores en vehículos de inyección, de igual manera una reducción de 
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emisiones de hidrocarburos totales entre 20% y 24% (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 
2006). Igualmente, la Ley 788 de 2002, mediante la cual se introdujeron las exenciones del IVA, 
mpuesto Global y Sobretasa al componente de alcohol de los combustibles oxigenados. La 
maquinaria y equipo para el desarrollo de proyectos de alcoholes carburantes también quedan 
exentos de impuestos. 
 
Estas leyes tienen como objetivos principales incentivar el campo con la expansión de cultivos 
como el de la caña de azúcar, incrementando empleos vinculados al sector rural, diversificación de 
cultivos, mitigar efectos contaminantes generados por la combustión de los motores y reducir la 
dependencia de los combustibles fósiles, ya que las importaciones de crudo, según datos de 
ECOPETROL, ascendieron en el año 2005, en promedio a 16219 barriles por día, lo que suma 
368‟222.184 dólares diarios en promedio (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2006).  
 
La utilización de etanol como combustible posee múltiples ventajas, puesto que es soluble en todas 
las gasolinas, posee un alto índice de octanaje, lo cual permite mejorar las características del 
combustible con el que se mezcle, además es un componente libre de compuestos aromáticos, de 
benceno y de azufre, disminuyendo la generación de ácido sulfhídrico, ahorrando energía por 
refinación, y reduciendo la toxicidad en las emisiones (Observatorio Agrocadenas, 2004). Un 
estudio de CORPODIB estima que implementar un 10% de etanol en la gasolina permitirá reducir 
6 millones de toneladas al año las emisiones de CO2 en el país y un 27% las emisiones de CO en 
Bogotá (CORPODIB, 2003). Lo cual, de acuerdo con JICA (Japan International Corporation 
Agency) sería equivalente a no encender 85000 carros al año en Bogotá y 338333 vehículos en 
todo el país. 
 
 El etanol, al ser un oxigenante de las gasolinas mejora su octanaje, lo que permite una mayor 
combustión de la misma disminuyendo las emisiones contaminantes de hidrocarburos no oxidados 
completamente y de monóxido de carbono (CO) al realizarse una combustión más completa hasta 
CO2.  Actualmente es un sustituto de oxigenantes convencionales de la gasolina como el metil ter-
butil éter (MTBE) que se empleaba desde 1979, pero que debido a problemas ambientales como el 
encuentro de trazas de este compuesto en cursos de agua naturales y manantiales, se ha regulado su 
sustitución por otros componentes (Braids, O., 2001). Igualmente, ha sustituido otros aditivos 
explorados como el etil ter-butil éter (ETBE),  ter-amil metil éter (TAME) y el di-isopropil éter 
(DIPE) Cardona, C. et al., 2000), debido a que sus propiedades son muy similares al MTBE 
(Nadim, F. et al, 2001). 
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La principal materia prima para la producción de etanol actualmente en Colombia es la caña de  
azúcar, ya sea en forma de jugo de caña o como melazas (subproducto de la industria azucarera). 
Sin embargo, debido a la necesidad de suplir la demanda de etanol, disminuir el grado de 
importación, e implementar tecnologías favorables ambientalmente, es necesario emplear nuevos 
cultivos con mayor productividad agronómica y menor costo.  
 
 
 
 
Los biocombustibles de segunda generación son combustibles líquidos producidos a partir de 
materias primas que no son fuentes alimenticias. Esta materia prima puede ser cualquier tipo de 
biomasa vegetal, desde desechos agrícolas o madereros hasta cultivos energéticos específicos. Su 
procesamiento requiere de tecnologías avanzadas, que no están disponibles a escala comercial (US. 
DOE, 2006).  
 
El desarrollo de los combustibles de segunda generación presenta ventajas respecto a los de 
primera generación. Entre las principales se encuentran, el menor nivel de impacto ambiental, y un 
mayor rendimiento en combustible o energía por hectárea, debido a que es posible aprovechar la 
totalidad de la biomasa, maximizando su rendimiento por hectárea y disminuyendo al mismo 
tiempo la necesidad de expandir las áreas cultivadas (Hackenberg, N., 2008).  
 
El bioetanol es uno de los combustibles de segunda generación de gran interés investigativo. Su  
producción es generalmente realizada por vía fermentativa. El proceso inicia con el tratamiento 
mecánico de la biomasa, el cual, mediante la reducción del tamaño de partícula permite 
incrementar el área superficial disponible y la reducción del grado de polimerización. Luego se 
encuentra la etapa de pre-tratamiento, la cual es una de las más importantes y tiene por objetivo 
desintegrar la matriz de carbohidratos, reduciendo el grado de cristalinidad de la celulosa, 
aumentando la celulosa amorfa que se considera la más adecuada para el posterior ataque 
enzimático por parte de las celulasas.  La siguiente etapa es la sacarificación, en la cual la celulosa 
y la hemicelulosa son hidrolizadas hasta azúcares simples. Posteriormente, en la etapa de 
fermentación estos azúcares son convertidos en etanol mediante microorganismos que pueden 
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utilizar uno o varios de los azúcares presentes en el material lignocelulósico pre-tratado e 
hidrolizado. Finalmente, se encuentra una etapa de concentración de etanol, para la obtención del 
producto grado anhidro. 
 
En el proceso de obtención de bioetanol es importante considerar los inhibidores de fermentación 
alcohólica que se originan en la mayoría de los casos como resultado de la hidrólisis de los 
diferentes componentes, de los ácidos orgánicos esterificados, de los productos de degradación de 
azúcares solubles y de los derivados fenólicos solubilizados de la lignina (Lynd, L., 1996). Para 
solucionar este inconveniente, y dependiendo del tipo de pre-tratamiento e hidrólisis utilizados, es 
necesario llevar a cabo una etapa de destoxificación de las corrientes previa a la fermentación. Los 
métodos más empleados son: evaporación, extracción, neutralización, destoxificación alcalina, de 
intercambio iónico, enzimática y microbiana (Sánchez, O. y Cardona, C., 2005). 
 
Los materiales lignocelulósicos, son los que ofrecen en el futuro un mayor potencial para la 
producción de bioetanol (RFA, 2008). En la Tabla 1-1 se puede observar que los rendimientos de 
etanol a partir de estos materiales, como es el caso de “switchgrass” son competitivos con los 
obtenidos a partir de caña de azúcar y sorgo dulce y superiores a los de maíz. Sin embargo, el 
principal inconveniente con el que se enfrenta la comercialización de estos combustibles para el 
sector de transporte es el alto costo de producción en comparación con los obtenidos a partir de 
fuentes convencionales, por tanto, hoy en día, el empleo de combustibles derivados de biomasa 
sólo es empleado cuando hay incentivos como regulaciones ambientales o subsidios del gobierno; 
sin embargo a largo plazo se espera que Colombia pueda convertirse en productor y exportador de 
energía renovable, con grandes beneficios para el sector agropecuario principalmente. 
 
Tabla 1-1 Rendimientos de etanol a partir de diferentes cultivos (IICA, 2007) 
Cultivo 
Rendimiento     
(L etanol/ha) 
Caña de azúcar 4500-6000 
Maíz 2500-3500 
Sorgo dulce 2500-6000 
“Switchgrass” 3000-7000 
 
 Los materiales que más se han investigado a nivel mundial son maderas, residuos forestales, papel 
reciclado, residuos de la industria papelera, desechos agrícolas y residuos sólidos urbanos. Se ha 
estimado un valor de 6 para la relación entre la energía liberada durante la combustión del alcohol 
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y la energía necesaria para su producción a partir de biomasa (Berg, C., 2001). Para este cálculo se 
tuvo en cuenta todo el ciclo de vida del producto, desde la obtención de las materias primas y los 
insumos requeridos, pasando por su transporte, hasta la obtención del producto final. El valor de 
esta relación para otras fuentes de energía se indica en la Figura 1-1. En esta figura se puede 
observar que el rendimiento energético obtenido a partir de biomasa es 8,6, 12,7 y 22,9 veces 
superior respecto a los rendimientos obtenidos a partir de maíz, gasolina y electricidad 
respectivamente, lo que permite considerar a esta materia prima muy atractiva y con gran potencial 
para la producción de bioetanol. El principal reto en la producción de etanol a partir de biomasa 
lignocelulósica es obtener buenos rendimientos en las etapas de pre-tratamiento e hidrólisis de la 
materia prima (Sánchez, O. y Cardona, C., 2005). 
 
Figura 1-1 Comparación de relaciones energéticas  
(US. DOE, 2006. Adaptado de Prakash, R. et a., 1998) 
 
 
 
 
 
 
 
Los pre-tratamientos de la biomasa tienen como objetivo reducir la cristalinidad de la celulosa, 
aumentar la celulosa amorfa, disociar el complejo celulosa-lignina, donde la lignina es liberada o 
descompuesta en unidades más elementales, aumentar el área superficial del material y disminuir 
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la presencia de aquellas sustancias que dificulten la hidrólisis. Con los pre-tratamientos se aumenta 
el rendimiento en la posterior etapa de hidrólisis de la celulosa del 20 al 90% aproximadamente 
(Lynd, L., 1996).  
 
Existen diferentes tipos de pre-tratamientos clasificados como: físicos, químicos, fisicoquímicos y 
biológicos. Los pre-tratamientos físicos como la trituración mecánica, tienen por objetivo la 
reducción del tamaño de partícula, lo cual incrementa la superficie disponible y la densidad 
aparente, además permite reducir el grado de polimerización. Se calcula que al implementar este 
tipo de pre-tratamiento, se puede incrementar el rendimiento de la hidrólisis de la celulosa en 
valores desde el 5 al 25%, dependiendo del tipo de biomasa, del tamaño de partícula, tipo de 
molino y la duración de la molienda (Hendriks, A. y Zeeman, G., 2009). 
 
Los pre-tratamientos no se pueden aplicar de forma general a las diferentes materias primas, 
debido a que sus características y requerimientos son específicos (Sung, Y. y Cheng, J., 2002). Un 
resumen de los principales pre-tratamientos fisicoquímicos, químicos y biológicos se presenta en la 
Tabla 1-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.  
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Tabla 1-2 Principales pre-tratamientos  de la biomasa para la obtención de bioetanol 
MÉTODO CARACTERÍSTICAS EJEMPLOS REFERENCIAS 
P
re
-t
ra
ta
m
ie
n
to
 F
is
ic
o
-q
u
ím
ic
o
 
 
 
 
 
 
Explosión por 
vapor 
 
 
Se lleva a cabo a temperaturas entre 
190-230°C y presiones entre 0,69 y 
4,83 Mpa, mediante inyección directa 
de vapor saturado por un tiempo de 
1-10 minutos. El efecto del pre-
tratamiento sobre la biomasa es una 
combinación de alteraciones físicas 
(degradación y ruptura de fibras) y 
químicas (despolimerización y 
ruptura de enlaces). 
 
Bagazo de caña, 
madera blanda, 
paja de arroz, 
madera de 
álamo, madera 
de eucalipto. 
 
Ballesteros, I. et al., 
(2001, 2002, 2004); 
Belkacemi, K. et al., 
(1997, 2002);  De 
Bari, I. et al., (2002); 
Hamelinck, C. et al., 
(2005); Lynd, L. et al., 
(2002); Nakamura, Y. 
et al., (2001); Negro, 
M. et al., (2003);  
Shevchenko, S. et al., 
(1999); Söderström, J. 
et al., (2003); Sun, Y. 
and Cheng , J.,  
(2002). 
 
Tratamiento 
con agua 
caliente 
 
Se somete la biomasa a la acción de 
agua caliente a 220°C. El objetivo es 
solubilizar principalmente la 
hemicelulosa para que la celulosa sea 
más accesible a las enzimas 
celulolíticas, y al mismo tiempo 
evitar la formación de inhibidores de 
fermentación alcohólica. Para evitar 
esta generación de inhibidores es 
necesario que el pH sea mantenido en 
valores entre 1 y 7. 
 
Bagazo de caña, 
rastrojo de maíz, 
pulpa de 
aceituna, fibra 
de alfalfa. 
 
Ballesteros, I. et al., 
(2002);  Koegel, R. et 
al., (1999); Laser, M. 
et al., (2002); Lynd, 
L. et al., (2002); 
Negro, M. et al., 
(2003); Ogier, J. et al., 
(1999); Sreenath, H. et 
al., (2001). 
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 Tabla 1-2 (Continuación) 
MÉTODO CARACTERÍSTICAS EJEMPLOS REFERENCIAS 
P
re
-t
ra
ta
m
ie
n
to
 Q
u
ím
ic
o
 
 
 
 
 
 
 
Pre-
tratamiento 
ácido 
 
Se emplea H2SO4 y HCl, que 
degradan las cadenas de polisacáridos 
que forman la biomasa. 
Generalmente se emplean ácidos 
diluidos a temperaturas inferiores a 
160°C cuando el proceso es “batch” y 
tiene un alto contenido de sólidos 
(10-40%) y a temperaturas superiores 
a 160°C cuando el flujo es continuo y 
el contenido de sólidos es bajo (5-
10%). 
 
Este tipo de pre-tratamiento es más 
costoso que la explosión con vapor y 
AFEX y genera una gran cantidad de 
inhibidores, por lo que es necesario 
neutralizar después el pH. 
 
 
Bagazo de caña, 
desechos de 
maíz, madera de 
álamo, 
“switchgrass”, 
paja de trigo, 
astillas de 
álamo, aserrín 
de madera dura. 
 
 
 
Hamelinck, C. et al., 
(2005); Lynd, L. et al. 
(2002); Martinez, A. 
et al., (2000); Saha, B. 
et al., (2005a,b); 
Schell, D. et al., 
(2003); Sun, Y. y 
Cheng, J., (2002);  
Wooley, R. et al., 
(1999); Teixeira, L. et 
al., (1999a,b). 
 
 
 
 
Pre-
tratamiento 
alcalino 
 
Se añade generalmente hidróxido 
cálcico al medio hasta alcanzar un pH 
10 y se produce un precipitado 
formado por sales de calcio de muy 
baja solubilidad que arrastra 
compuestos tóxicos como furfural, 
hidroximetil-furfural y ácido acético. 
Igualmente, el amoniaco es usado 
para remover la lignina, mediante un 
enlace tipo éster entre la 
hemicelulosa y la lignina y grupos 
acetilo-xilosa. 
 
 
Madera dura, 
pajas con bajo 
contenido de 
lignina (10-
18%), desechos 
de maíz, bagazo 
y hojas de caña 
de azúcar. 
 
Hamelinck, C. et al., 
(2005); Hari, K. et al., 
(1998);  Lynd, L. et al. 
(2002); Saha, B. y 
Cotta, M., (2006);  
Sun, Y. y Cheng, J., 
(2002); Teixeira, L. et 
al,. (1999a). 
 
 
Explosión por 
vapor con 
amoniaco 
(AFEX) 
 
El material es impregnado con NH3 
líquido a 90°C por 30 minutos y 
luego sometido a rápida 
descompresión. El amoniaco 
reacciona con la lignina pero no con 
la celulosa. Se emplea en materiales 
con bajo contenido de lignina (hasta 
15%).  
 
Paja de trigo y 
cebada, 
casacarilla de 
arroz, 
“switchgrass”, 
desechos de 
maíz, astillas de 
álamo. 
 
Dale, B. et al., (1996); 
Hatakka, A., (1983); 
Lynd, L. et al., (2002); 
Sun, Y. y Cheng, J., 
(2002). 
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Tabla 1-2 (Continuación) 
MÉTODO CARACTERÍSTICAS EJEMPLOS REFERENCIAS 
P
re
-t
ra
ta
m
ie
n
to
s 
b
io
ló
g
ic
o
s 
 
 
 
Pre-
tratamiento 
con hongos 
 
Se degrada la lignina y en algunos 
casos la hemicelulosa, eliminando 
barreras que protegen la celulosa y 
haciéndola más accesible al posterior 
ataque enzimático. La degradación se 
da gracias a la acción principalmente 
de enzimas ligninolíticas, como 
lacasas, lignino peroxidasas y 
manganeso peroxidasas, las cuales 
son obtenidas a partir de hongos de 
podredumbre café y blanca. 
 
Paja de trigo, 
desechos de 
maíz. 
 
Sun, Y. y Cheng, J., 
(2002);  Tengerdy, R. 
y Szakacs, G.,  (2003). 
 
 
 
La producción de etanol a partir de materiales lignocelulósicos pre-tratados ha sido reportada por 
diferentes autores. Alizadeh, H. et al., (2005), mediante pre-tratamiento AFEX sobre “switchgrass” 
a 50 °C, 75 rpm y168 h, obtuvieron un rendimiento de etanol de 40%, y una conversión del  93%  
de glucano y 70% xilano. En estudios realizados por Derrmibas, A., (2005) mediante pre-
tratamiento con ácido sulfúrico concentrado sobre tallos de maíz, se obtuvo un rendimiento total de 
196 Kg de bioetanol por cada 1000 Kg de tallos de maíz. Por otro lado, presentando mayores 
rendimientos Chung, Y. et al., (2005) reportaron rendimientos de etanol comparables para la 
sacarificación y fermentación simultánea y para la hidrólisis y fermentación separada, del pre-
tratamiento con ácido diluido sobre “switchgrass” del  90.3%  y 91.4%, respectivamente, 
obteniendo  una conversión de 91.4%  de celulosa. 
Respecto a procesos de deslignificación de materiales lignocelulósicos, los pre-tratamientos que 
generalmente se emplean son alcalinos, ácidos y  con organosolventes. 
Mediante pre-tratamiento alcalino con NaOH al 0,75% p/v, a 121°C por 15 minutos, Wang, Z. et 
al., (2010) alcanzaron una reducción aproximada de 86% de lignina de “bermuda grass”. Xu, J. y 
Cheng, J. (2011) analizaron el pre-tratamiento de “switchgrass” con la combinación de NaOH y 
Ca(OH)2. La mayor reducción de lignina fue de 45,1% en un tiempo de 9 horas, con una 
concentración de 0,2 g NaOH/g de biomasa.  
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En cuanto a pre-tratamientos ácidos, Vanderghem, C. et al., (2012) evaluaron la deslignificación 
de Miscanthus x giganteus empleando una metodología de superficie de respuesta. Las condiciones 
que permitieron la mayor digestibilidad enzimática, con un grado de deslignificación de 79,6% 
fueron: tiempo 3 horas, temperatura 107°C y una relación ácido fórmico/ácido acético/agua de 
40/40/20%.  
Los pre-tratamientos con organosolventes pueden ser realizados con el empleo de diferentes 
compuestos orgánicos o líquidos iónicos, entre ellos, uno de gran interés en el campo investigativo 
es el 1-etil-3-metil-acetato de imidazol. Mediante el empleo de este líquido, Sun, N. et al., (2009) 
evaluaron la degradación de maderas de pino y roble a 110°C por 16 horas y alcanzaron una 
reducción de lignina de 26,1% para pino y 34,9% para roble. Lee, S. et al., (2009) lograron un 
grado de deslignificación de madera de maple del 85% después de 70 horas de pre-tratamiento a 
90°C y Li, C. et al., (2010) alcanzaron un grado deslignificación de “switchgrass” de 69,2% a 
160°C por 3 horas. 
Otro tipo de pre-tratamiento empleado en la degradación de materiales lignocelulósicos es el 
biológico, el cual presenta algunas ventajas respecto a los otros métodos. Las de mayor 
importancia son: mayor rendimiento por producto y pocas reacciones laterales, generación mínima, 
incluso nula de inhibidores de fermentación alcohólica y menor demanda energética. La 
degradación de la lignina por las enzimas lignocelulolíticas depende de la cepa del hongo, la 
accesibilidad de la enzima a la lignina, las condiciones de cultivo y el diseño del reactor (Lee, J., 
1997). Sin embargo, la velocidad de hidrólisis en la mayoría de los procesos de pre-tratamiento 
biológico es muy baja (Sun, Y. y Cheng, J., 2002).   
 
Actualmente, existe un gran interés investigativo en la obtención y caracterización de extractos 
enzimáticos tanto ligninolíticos como celulolíticos, a partir del cultivo de hongos de podredumbre 
blanca y café. La principal ventaja de la aplicación de estos extractos enzimáticos directamente 
sobre el sustrato es la disminución del tiempo requerido para lograr los grados de deslignificación 
o hidrólisis enzimática necesarios, según sea el caso. 
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La biomasa es el producto primario que proviene originalmente de la energía solar a través del 
proceso conocido como fotosíntesis y es la fuente renovable más abundante en el planeta (Himmel, 
M. et al., 1994). Anualmente se forman 200.000 millones de toneladas en el mundo, representando 
una materia prima importante para la obtención de productos de interés industrial y sostenibilidad 
de los procesos (Ragauskas, A. et al., 2006).  
 
Las paredes de las células vegetales están compuestas principalmente por tres tipos de capas, 
(Figura 1-2). La primera de ellas denominada lámina media, es formada durante la división celular 
y está compuesta básicamente por pectina. La segunda capa o pared primaria, se forma después de 
la lámina media, compuesta por un esqueleto de microfibrillas de celulosa incorporados en un gel 
de compuestos pépticos y hemicelulosa. La tercer capa corresponde a la pared secundaria, 
compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina. La celulosa se dispone en el interior de la madera, 
formando estructuras cristalinas, unidas por zonas amorfas. La celulosa y la hemicelulosa están 
unidas entre sí por la lignina, cuya función es brindarle consistencia y rigidez a la planta. La 
lignina está presente en capas de la pared celular secundaria y junto con la hemicelulosa forman 
una matriz amorfa en la que las fibras de celulosa se incrustan y protegen a la biomasa vegetal 
contra la degradación (Fengel, D. y Wegener, G., 1989). 
 
La biomasa lignocelulósica es empleada en procesos microbiológicos, los cuales desde un punto de 
vista fisiológico, requieren principalmente de fuentes de carbono y nitrógeno para que las células 
puedan cumplir sus funciones celulares, dando lugar a una cinética de crecimiento adecuada y a 
una producción de enzimas o metabolitos secundarios según sea el caso. Sin embargo, la fuente de 
carbono se considera la de mayor importancia, ya que ésta suministra la energía necesaria para los 
procesos metabólicos. 
 
Existen diferentes fuentes de carbono, como son los carbohidratos, los hidrocarburos y el dióxido 
de carbono, entre los cuales los azúcares son la materia prima de mayor aplicación en el campo de 
fermentaciones y en el cultivo de microorganismos. Por lo tanto, para lograr una reducción 
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significativa en el costo de los productos de fermentación y de los procesos biotecnológicos, es 
necesario reducir los costos de obtención de azúcares. 
 
Figura 1-2 Estructura vegetal y composición de los residuos lignocelulósicos 
 (Sánchez, C., 2008, modificado) 
 
 
 
 
 
 
 
La biomasa lignocelulósica comprende un amplio grupo de materiales, generalmente asociados a 
los residuos de procesos productivos de los sectores agrícola, forestal e industrial; sin embargo 
para su aplicación en una biorrefinería se requiere conocer las características básicas, su 
composición, su procedencia y condiciones relacionadas con ésta. Según Quaak, P. et al., 1999, 
dependiendo de su origen, la biomasa se puede clasificar en: 
 
 Biomasa natural: ésta debe su nombre a que es producida en los ecosistemas naturales, sin la 
intervención humana. Este tipo de biomasa es una de las fuentes más atractivas principalmente 
en países en vía de desarrollo; sin embargo, no se considera la más adecuada para un 
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aprovechamiento energético masivo, ya que podría originar una rápida degradación de los 
ecosistemas. En Colombia corresponde al 48% de la superficie terrestre, en bosques 
colonizados, no colonizados y bosques plantados no agropecuarios (DANE, Estadísticas, 2007). 
 
 Biomasa residual: es aquella generada como residuo de las diferentes actividades agrícolas, 
forestales e industriales, y que en muchos casos se les ha considerado como desperdicio o 
basura, pero que poseen características especiales para su aplicación en el sector energético 
principalmente. Este tipo de biomasa se puede dividir en tres subgrupos: biomasa residual 
forestal, biomasa residual agrícola y residuos de industrias agroalimentarias o de 
transformación de la madera. Dentro del primer subgrupo se encuentran los provenientes de 
tratamientos silvícolas, de mantenimiento de montes y zonas forestales en general. En el caso 
de la biomasa residual agrícola, se pueden considerar los restos de cultivos como maíz, trigo, 
fríjol, arroz, café y algodón, entre otros. En el tercer subgrupo, se encuentran los restos de las 
actividades agroalimentarias y forestales como la pulpa de café, el bagazo de caña de azúcar, el 
aserrín, los residuos de la industria papelera y fracciones orgánicas de residuos industriales, los 
cuales no han sido valorizados económicamente, sino que provocan problemas de 
contaminación ambiental en su eliminación (Quaak, P., 1999). 
 
 Cultivos energéticos: son cultivos de crecimiento rápido destinados a la obtención de energía, o 
como materia prima para la obtención de biocombustibles. Se trata de una alternativa energética 
reciente y cuyo objetivo principal es aumentar la rentabilidad energética y económica. Es 
importante tener en cuenta que, a diferencia de lo que sucede con los cultivos usados como 
alimentos o como materia prima para fines industriales, estos no presentan requerimientos 
especiales en cuanto a condiciones de suelo, de clima y de empleo de fertilizantes.  
 
Entre los cultivos energéticos, se suelen distinguir: los cultivos de semillas oleaginosas, que son 
básicamente cultivos de colza, soja y girasoles destinados a la obtención de aceites vegetales, para 
su aplicación en la producción de biocarburantes, y los cultivos productores de biomasa 
lignocelulósica, apropiados para su empleo en el sector energético, bien sea para producir calor 
mediante combustión o para producción de combustibles líquidos como el bioetanol. Los pastos 
perennes son cultivos energéticos que tienen numerosas ventajas respecto a los cultivos 
tradicionales, entre ellas, el menor empleo de fertilizantes, proporciona un mejor ambiente para la 
mayoría de animales de vida silvestre. Su sistema extenso de raíces incrementa la captura de 
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nutrientes, mejora la calidad del suelo, la retención de carbono y reduce la erosión (US. DOE, 
2006). 
Los cultivos más ampliamente conocidos para la producción de etanol celulósico son: Panicum 
virgatum, el cual ha sido investigado desde los años 70 en los Estados Unidos, por sus ventajas 
respecto a otras gramíneas similares, en cuanto a bajo costo de producción, alta productividad de 
biomasa y posibilidad de cultivo en zonas marginales. En Europa, y actualmente en Estados 
Unidos, otro género, Miscanthus spp., originario de Asia, ha sido investigado por su rápido 
crecimiento, tolerancia a bajas temperaturas (hasta 5°C) y resistencia a enfermedades e insectos. La 
mayor ventaja es el menor riesgo de convertirse en maleza, pero su desventaja es el mayor costo de 
su establecimiento y de los esfuerzos en su mejoramiento genético. Entre los cultivos energéticos 
en Colombia, se encuentran la palma de aceite, caña de azúcar y una amplia variedad de gramíneas 
forrajeras tropicales como Brachiaria decumbens, Panicum maximum  y especies del género 
Pennisetum en general, las cuales actualmente son utilizadas como cultivos forrajeros para 
alimentación animal (Pérez, O. y Pérez, R., 2006). 
En Estados Unidos, el pasto “switchgrass” es considerado un cultivo con gran potencial para la 
producción de bioetanol. En el año 2005, en el noreste de Dakota del Sur, su cultivo y 
procesamiento permitieron alcanzar rendimientos de 80 galones de etanol por tonelada y se prevé 
que puede incrementar hasta 100 galones por tonelada (US. DOE, 2006). 
 
 
 
 
La biomasa lignocelulósica es una matriz compuesta principalmente por ésteres extraíbles, 
proteínas, carbohidratos, lignina y material mineral. Los extraíbles corresponden a ceras y lípidos, 
los carbohidratos se clasifican en solubles, como fructosa y sacarosa, no estructurales, como el 
almidón y estructurales como celulosa y hemicelulosa. La biomasa típica seca, está compuesta 
aproximadamente en un 75% de carbohidratos y un 25% de lignina (NSF, 2008). 
 
 
La celulosa es el polisacárido más abundante en la naturaleza y el mayor constituyente de la pared 
celular vegetal, el cual le provee su rigidez. La celulosa consiste de unidades D-glucosa ligadas por 
enlaces β-1,4 (Figura 1-3), que forman cadenas poliméricas lineares de cerca de 8000-12000 
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unidades de glucosa. En la celulosa cristalina, estas cadenas poliméricas son unidas por puentes de 
hidrógeno para formar estructuras altamente insolubles (Aro, N. et al., 2005). 
 
Figura 1-3 Estructura química de la celulosa 
 
 
Debido a los enlaces β-1,4, la celulosa es un polímero de muy alta estabilidad química y biológica. 
Las enzimas que degradan fácilmente las uniones α-1,6 del almidón son ineficaces contra la 
celulosa. Así, la celulosa constituye una fuente generosa de glucosa que muy pocos seres vivos 
logran aprovechar. Sin embargo, existe un conjunto de diversos organismos capaces de degradarla. 
Los rumiantes logran aprovechar la glucosa presente en la celulosa de los pastos gracias a 
determinadas bacterias que habitan sus aparatos digestivos (Mathews, C. et al., 2002). 
 
Debido a que, como todo polímero, la cadena de celulosa tiene quiebres, dobleces y extremos 
libres, la malla cristalina presenta dislocaciones en algunas zonas, llamadas regiones amorfas.  
Estas regiones constituyen el 15% de la estructura celulósica y, al estar más abiertas, son más 
susceptibles a la hidrólisis que las regiones cristalinas densamente empaquetadas, por lo tanto, la 
velocidad de hidrólisis es mucho mayor en la celulosa amorfa que en la cristalina (Cunningham, R. 
y Lópex, G., 1994).  
Respecto a la estructura física de la celulosa, es importante resaltar que sus cadenas poliméricas 
presentan diferentes grados de ordenamiento unas con respecto a otras. La fracción menos 
ordenada del polímero no muestra ninguna irregularidad, y se conoce como región “amorfa” 
siendo fácilmente penetrable por solventes, biocatalizadores o productos químicos, y por lo tanto 
fácilmente hidrolizable. La fracción altamente ordenada del polímero se conoce como “región 
cristalina”, y se caracteriza por un alto nivel de resistencia a la penetración por solventes, enzimas 
y reactivos. 
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Las hemicelulosas, los segundos polisacáridos más abundantes en la naturaleza, tienen una 
composición heterogénea de varias unidades de azúcar. Las hemicelulosas, son usualmente 
clasificadas de acuerdo a los principales residuos de azúcar en el ensamblaje del polímero. Las 
principales hemicelulosas, el xilano y glucomanano que se encuentran en cereales y maderas, 
consisten en unidades de D-xilosa y D-manosa unidas por enlaces β-1,4 (Figura 1-4). Las cadenas 
principales de azúcar de las hemicelulosas son modificadas por varios grupos sustituyentes como 
ácido metilglucurónico, arabinosa, galactosa y acetil, haciendo a las hemicelulosas ramificadas y 
con estructura variable (Wilkie, K., 1979). A diferencia de la celulosa, la cual siempre tiene la 
misma estructura y composición, las cadenas de hemicelulosa pueden variar entre especies de 
plantas. Las cadenas poliméricas individuales contienen de 50 a 100 unidades monoméricas de 
azúcares (Cunningham, R. y Lópex, G., 1994). 
 
Figura 1-4 Estructura química de la hemicelulosa 
 
 
 
 
La principal función de la hemicelulosa es enlazar la celulosa y la lignina. Es un heteropolisacárido 
altamente ramificado y generalmente no cristalino, que contiene azúcares como pentosas  (D-xilosa 
y L-arabinosa), hexosas (D-galactosa, D-manosa, L-ramnosa, L-fucosa) y ácidos urónicos (ácido 
D-glucurónico). A su vez, también puede contener algunas modificaciones, como acetilaciones o 
metilaciones. En estado natural existe en forma amorfa con un grado de polimerización que no 
excede de 200. Esta fracción es fácilmente hidrolizable ya que no presenta estructura cristalina.  
 
 
La lignina es un polímero complejo, ramificado, altamente insoluble, constituido de unidades de 
fenilpropano (Figura 1-5), unidas por enlaces éter. La biosíntesis de la lignina involucra distintos 
tipos de fenoles y radicales libres, dando como resultado estructuras altamente variables 
(Alexander, M., 1967). Su función principal en las plantas es servir como agente incrustante en la 
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matriz de celulosa y hemicelulosa, impartiendo rigidez al tallo. Es altamente resistente al ataque de 
sustancias químicas como a la acción de los microorganismos, y en algunos casos, la asociación de 
lignina con hemicelulosas forma complejos lignina-carbohidratos que son resistentes a la hidrólisis 
biológica y disminuye la digestabilidad de la biomasa.  
 
Figura 1-5 Principales grupos y tipos de enlaces presentes en la lignina 
(Lucas, R. et al., 2001, pag 26) 
 
 
Adicionalmente, la biomasa contiene otros compuestos, generalmente de carácter soluble que 
representan entre el 4-10% del peso seco del material. Entre los compuestos orgánicos se 
encuentran: pectinas, alcaloides, proteínas, ceras, grasas, fenoles, azúcares simples, mucílagos, 
gomas, resinas y terpenos, entre otros. Estos compuestos actúan como reserva energética, 
intermediarios metabólicos y mecanismos de defensa contra agentes externos. Los compuestos 
inorgánicos, como las cenizas, los cuales no se alteran al someter la biomasa a altas temperaturas, 
presentan valores iguales o inferiores al 2% en peso seco de la madera (Cunningham, R., y Lópex, 
G., 1994). 
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En los ecosistemas, la proporción de celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina, varía de acuerdo a 
la especie vegetal dominante; por ejemplo, en las sabanas de pastoreo predomina la celulosa, 
hemicelulosa y pectina, ya que los pastos son gramíneas monocotiledóneas que durante su 
desarrollo fenológico generan una baja lignificación (cerca del 1-5%) (Lemus, L. y Lemus, V., 
2004). Mientras que en los bosques, de acuerdo a su madurez, puede aumentar el contenido de 
lignina en la biomasa vegetal que está sobre el suelo; a medida que un bosque ha estado más 
tiempo protegido, su vegetación será más diversa, tendrá un porte superior y la edad de las plantas 
será mayor, por lo tanto sus células serán más lignificadas. Es decir, la cobertura vegetal determina 
la oferta de sustrato lignocelulósico para los microorganismos implicados en el ciclo del carbono y 
su dinámica poblacional (Paul, E. y Clark, F., 1996). 
 
 
 
 
Las gramíneas forrajeras son pastos de corte de gran crecimiento que pueden llegar a alcanzar 
alturas de 4 a 5 metros, razón por la cual son conocidas comúnmente como pastos gigantes. Están 
clasificadas como plantas C4, por tener la capacidad de aprovechamiento de la radiación solar, lo 
que se ve reflejado en las altas tasas de fotosíntesis y su respuesta a niveles crecientes de intensidad 
de luz. 
 
El primer producto elaborado por una planta C4 es un carbohidrato de cuatro carbonos 
denominado malato o aspartato. En tanto que las especies del grupo C3, donde se incluyen los 
pastos de clima frío y todas las leguminosas forrajeras, el primer producto de la fotosíntesis es un 
carbohidrato de tres carbonos denominado ácido 3-fosfoglicérico. 
 
Las plantas del grupo C4 fotosintetizan con mayor eficiencia, ya que hacen mejor uso de 
intensidades de luz altas, asimilando el CO2 con gran rapidez, y a diferencia de las plantas C3, 
crecen bien en condiciones de escasez de agua. Mientras que las plantas C3 transpiran 500-700 g 
de agua por cada g de materia seca, las plantas C4 pierden solamente 250-400 g de agua (Montaldi, 
E., 1995). 
 
La disponibilidad de agua es una de las principales limitaciones para la productividad de las 
plantas a nivel mundial, porque hay pérdida de agua a través de las hojas de la planta cuando hay 
entrada de CO2, y cierta cantidad de agua es requerida para soportar la fijación de una unidad de 
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CO2 a través de la fotosíntesis. Las plantas con fotosíntesis C4 (maíz, caña de azúcar, 
“switchgrass” y “miscanthus”) generalmente requieren menos agua por unidad de CO2 fijado que 
las plantas C3 (trigo, soya) porque las plantas C4 pueden alcanzar altas tasas de fijación de CO2 
con los estomas parcialmente cerrados (US. DOE, 2006). 
 
Los pastos o gramíneas forrajeras acumulan en sus tejidos, carbohidratos estructurales y no 
estructurales. La celulosa, la hemicelulosa, y la pectina constituyen lo que se denomina 
carbohidratos estructurales. Los carbohidratos no estructurales forman parte del citoplasma y los 
organelos de la célula y son las reservas orgánicas que tienen los pastos para producir forraje 
después del corte o pastoreo y les permiten activar el rebrote, asegurar su persistencia y mantener 
su producción. 
 
Para Colombia, las gramíneas forrajeras o pastos de corte son una alternativa viable para 
producción de zúcares, por su contenido de carbohidratos estructurales, alta productividad de 
biomasa y facilidad de cultivo. Dentro de los más estudiados se encuentran: 
 
Brachiaria decumbens, Brachiaria dictyoneura y Brachiaria brizantha, las cuales crecen bien en 
regiones de baja fertilidad con sequías prolongadas y suelos bien drenados como los existentes en 
el Piedemonte del Meta y la Altillanura Colombiana. Se recuperan rápidamente después del 
pastoreo, compiten bien con las malezas y soportan la quema. Crecen adecuadamente entre 400 y 
1800 m.s.n.m., con una precipitación de 1000 a 3500 mm/año y temperaturas superiores a los 
19°C. (Belalcázar, D., et al., 1995). 
 
Gramíneas como Panicum maximum se cultivan en zonas con precipitación entre los 0 y 1700 
m.s.n.m., con temperaturas de 25 a 32°C. La temperatura, precipitación y la longitud del día son 
los factores ambientales que más influyen en el crecimiento y producción. Se ha comprobado que 
los mayores rendimientos de forraje están asociados con altas temperaturas, elevados valores de 
humedad y días largos. Por otra parte, esta especie es susceptible a heladas, las cuales producen la 
muerte de las hojas superiores y de la planta entera. Es tolerante a la sombra y puede crecer bajo 
plantaciones de árboles (Belalcázar, D. et al., 1995). 
 
Las especies del género Pennisetum, se destacan por la alta productividad de biomasa, entre ellas 
Pennisetum purpureum que se caracteriza principalmente por mantener valores nutritivos más altos 
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que los observados en la mayoría de las gramíneas de origen tropical. Si esta especie forrajera es 
defoliada cada 9 semanas con 8,6% de proteína bruta, el forraje cosechado es adecuado para 
satisfacer los requerimientos nutricionales de animales de alta producción, como novillos y vacas 
lecheras. Además, se adapta a suelos moderadamente a bien drenados, de fertilidad media, tolera 
suelos ácidos y es resistente a la sequía. Sin embargo, su comportamiento no es exitoso en suelos 
de textura pesada y terrenos saturados de agua (Lemus, L. y Lemus, V., 2004). 
 
En suelos ácidos de la Altillanura Colombiana, los pastos: Andropogon gayanus, Andropogon 
bicornis, Paspalum fasciculatum, Pennisetum purpureum y gran variedad de híbridos de 
Pennisetum sp. presentan un comportamiento similar en cuanto a la productividad de biomasa, 
contenido de lignocelulosa y condiciones de cultivo (Lemus, L. y Lemus, V., 2004).  
 
 
 
Pleurotus ostreatus  es un hongo saprofítico o parásito débil, descomponedor del grupo de la 
podredumbre blanca que crece de forma natural en múltiples materiales lignocelulósicos. La 
palabra Pleurotus viene del griego “pleuro”, que significa formado lateralmente. La palabra 
ostreatus en latín quiere decir en forma de ostra y en este caso se refiere a la apariencia y al color 
del cuerpo fructífero (Stamets, P., 2000).  
Es un típico hongo agarical, que a menudo se encuentra recubierto de una capa micelial en la base 
y presenta carne delgada y blanca (Figura 1-6). El píleo cuando madura adquiere forma de concha, 
las láminas son blancas o de color crema en las cuales se disponen los basidios no tabicados con 
cuatro basidiosporas blanquecinas elípticas de 8-11 x 3-4 mm (Leonowicz, A., 1999). 
Es un hongo que en ambiente natural crece sobre árboles, tocones, arbustos y otras plantas leñosas, 
alimentándose a costa de su madera y destruyéndola. Es el tercer hongo comestible más importante 
que se cultiva a nivel mundial (Royse, D., 1997). Puede descomponer eficientemente materiales 
lignocelulósicos sin químicos o pre-tratamientos adicionales, porque posee un sistema enzimático 
complejo que incluye enzimas ligninolíticas y celulolíticas (Leonowicz, A., 1999). 
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Figura 1-6 Pleurotus ostreatus 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pleurotus ostreatus pertenece al grupo de podredumbre blanca, la cual implica la degradación de 
los diferentes polímeros de la madera (celulosa, hemicelulosa y lignina), a la que confieren una 
consistencia fibrosa o esponjosa. Dependiendo de la especie, la degradación de los carbohidratos y 
la lignina puede ocurrir de forma simultánea, si bien en algunos casos se observa una degradación 
más temprana de la lignina. Entre los hongos que producen este tipo de podredumbre hay que 
distinguir a su vez dos grupos: los que degradan simultáneamente la celulosa y la lignina y los que 
solo degradan la lignina. Los hongos del género Pleurotus poseen un complejo sistema enzimático 
capaz de degradar principalmente lignina y en menor grado celulosa. La degradación de la lignina 
implica una serie de cambios oxidativos, que conducen a una progresiva despolimerización y 
liberación de compuestos de bajo peso molecular hasta CO2 y H2O. La degradación de la lignina 
conlleva a la acumulación de celulosa y hemicelulosa dando lugar a un color blanco al que deben 
su nombre. (Lucas, R. et al., 2001). 
 
Bettin, F. et al., (2011) realizaron estudios cinéticos para la producción de lacasas extracelulares de 
Pleurotus sajor-caju, cultivado en un biorreactor, donde se analizaron variables como aireación, 
pH, temperatura y oxígeno: 200 rpm, flujo de aire de 1vvm, 26±1 ◦C, pH 7-7,5. Los resultados 
demostraron que valores menores de flujo de aire y frecuencia de agitación disminuyen la 
producción de enzimas lignilolíticas. Se obtuvo un máximo de masa micelial de 5.2g/L y actividad 
lacasa máxima de 40,33U/ml. 
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La degradación de los compuestos de la pared celular vegetal es un proceso complejo que 
involucra la acción sinérgica de un gran número de enzimas extracelulares, como son las 
ligninasas, hemicelulasas y celulasas. Las principales enzimas ligninolíticas fúngicas son: las 
manganeso peroxidasas y las ligninoperoxidasas que catalizan una variedad de reacciones 
oxidativas que son dependientes de H2O2 y las lacasas que oxidan los compuestos fenólicos y 
reducen el oxígeno molecular a agua. En cuanto a las hemicelulasas, las cuales degradan los 
azúcares de 5 carbonos, las de mayor importancia son: las xilanasas, xilosidasas y glucuronidasas. 
Las principales enzimas celulolíticas necesarias para la hidrólisis de la celulosa a glucosa son: las 
endoglucanasas, exoglucanasas y celobiohidrolasas, las cuales presentan diferente especificidad 
por el sustrato. De este grupo de enzimas, las de mayor importancia para su aplicación en procesos 
de obtención de bioetanol de segunda generación son las ligninasas y celulasas. 
 
Dentro del grupo de enzimas ligninolíticas, las lacasas son de especial importancia por su 
capacidad de generar altos grados de degradación de lignina. Estas enzimas son cuproproteínas, 
pertenecientes al grupo de las oxidasas de polifenoles (Thurston, C., 1994) que catalizan la 
oxidación de una variedad de compuestos aromáticos. Se encuentran presentes en plantas 
superiores, cultivos de tejidos vegetales y en hongos de los géneros Pleurotus, Agaricus y 
Lentinula, donde son excretadas al medio de cultivo empleado para su crecimiento en condiciones 
específicas dependiendo del tipo de hongo. 
 
La enzima lacasa oxida los sustratos, removiendo un electrón a la vez y generando radicales libres, 
los cuales pueden polimerizarse (Bourbonnais, R. y Paice, M., 1990). Estos electrones de las 
oxidaciones individuales son almacenados temporalmente en el sitio activo, en su estado 
totalmente reducido, y de esta forma la enzima puede transferir estos electrones al oxígeno 
molecular para formar agua (Andreasson, L. et al., 1976). 
La lacasa tiene una amplia variedad de sustratos. La enzima ataca polifenoles, fenoles o y p- 
metoxi sustituidos, difenoles, hidroquinonas, catecol, guayacol, 2,6-dimetoxifenol (DMP), 
diaminas, aminofenoles, como la p-fenilendiamina y ácido ascórbico, compuestos sintéticos como 
la [N, N’-bis (3,5-dimetoxi-4-hidroxilbenzilideno hidrazina)] o siringaldazina, el ácido 2,2‟-azino-
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bis (3-etilbezotialin-6-sulfónico) o ABTS, sustrato específicos de esta enzima; así como la 
oxidación de varios compuestos con sustituyentes orgánicos diversos. Igualmente, actúa sobre 
otros sustratos como las fitoanticipinas, cucurbitacinas y fitoalexinas, que son compuestos que 
actúan como antibióticos y protectores, presentes en las plantas. (Pezet, R. et al., 1991). 
 
Las enzimas celulolíticas son empleadas a nivel industrial en procesos de hidrólisis de celulosa a 
glucosa. Este proceso requiere de la acción combinada de múltiples enzimas con diferentes 
especificidades de sustrato. Inicialmente, las endoglucanasas cortan dentro de las cadenas de 
celulosa principalmente a partir de las regiones amorfas, proveyendo a las exoglucanasas más 
extremos para actuar. Posteriormente, las exoglucanasas atacan las regiones cristalinas, rompe por 
los extremos no reductores terminales liberando celobiosa como único producto de la hidrólisis. 
(Teeri, T., 1997). Finalmente, las celobiohidrolasas hidrolizan la celobiosa a glucosa, que sirve 
como una fuente de carbono fácilmente metabolizable para los hongos (Leonowicz, A. et al., 1999; 
Aro, N. et al., 2005). 
 
El hongo Trichoderma  reesei es el más eficiente productor de enzimas xilanolíticas y celulolíticas  
Produce al menos cuatro β-1,4-xilanasas, dos celobiohidrolasas,  cinco endo-β-1, 4-D-glucanasas  
y dos β-D-glucosidasas. Las fuentes de carbono natural, xilano y celulosa, son generalmente 
reemplazadas por lactosa en aplicaciones a nivel industrial, ya que este sustrato promueve un buen 
crecimiento e induce eficientemente la producción de las enzimas hidrolíticas. (Xiong, H. et al., 
2004).  
 
 
Los procesos de producción de enzimas lignocelulolíticas consisten en la utilización de 
microorganismos que tengan la capacidad de sintetizar de manera eficiente las enzimas y un 
sustrato que promocione la fuente de energía necesaria para la formación del complejo enzimático. 
Entre los hongos más utilizados para la producción de enzimas celulolíticas, se encuentran las 
especies Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum y Penicillium (Sun, Y. y Cheng, J., 2002). Para 
la producción de enzimas ligninolíticas, se encuentran las especies Pleurotus, Phanerochaete, 
Trametes y Lentinula. Igualmente, es importante considerar que para incrementar las actividades 
enzimáticas de estos complejos, es necesario optimizar las condiciones de cultivo de los hongos y 
analizar el efecto de inductores de estas actividades.  
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Se han realizado un gran número de investigaciones en este campo, entre las cuales se pueden 
destacar las siguientes: 
Baldrian, P. et al., (2005), realizaron un estudio de degradación de lignocelulosa por Pleurotus 
ostreatus en presencia y ausencia de cobre, manganeso, plomo y zinc, empleando paja de trigo 
como sustrato, demostrando que este hongo produce las enzimas celulolíticas y hemiceluloliticas 
endo-1,4-β-glucanasa, exo-1,4-β-glucanasa, 1,4-β-glucosidasa, endo-1,4-β-xilanasa, 1,4-β-
xilosidasa, endo-1,4-β-mannanasa and 1,4-β-mannosidasa y enzimas ligninolíticas como Mn-
peroxidasa y lacasa. La tasa de colonización del sustrato se disminuyó por las altas concentraciones 
de Cu y Zn (10 ppm) y fue significativamente menor en los tratamientos que contenían metales 
(63-66%) que en el control (70%). Sin embargo, la  actividad lacasa se incrementó en presencia de 
todos los metales, principalmente cobre. 
 Krishna, K. et al., (2005), diseñaron un medio de cultivo sumergido para producción de lacasas 
por Pleurotus ostreatus mediante la optimización de las condiciones de cultivo empleando el 
diseño experimental ortogonal de Taguchi. Se analizaron ocho factores, cada uno de ellos en tres 
niveles y los resultados del punto óptimo fueron: fuente de carbono 2%, fuente de nitrógeno (urea) 
0,75%, 2,5-xilidina (inductor) 1mM, salvado de trigo  (material liginocelulósico) 3%,  inóculo (% 
discos) 10, pH 5,5, extracto de levadura 1,5% y el fosfato de potasio (KH2PO4) 0,25%. 
La expresión de lacasas evaluada a condiciones óptimas mostró un incremento de 32,9 % respecto 
al medio sin optimizar. 
 
Puyana, M. y Piñeros, Y., (2007) evaluaron la producción de celulasas mediante el cultivo de 
Trichoderma viride sobre los racimos vacíos de palma de aceite como sustrato. Los residuos se 
sometieron a pre-tratamientos químicos (HNO3 0,5% y 1%) y biológicos (pre-cultivo con 
Pleurotus ostreatus durante 10 y 20 días), con el fin de deslignificarlos y favorecer la producción 
de celulasas. La evaluación de las actividades celulasa total (FPasa) y endoglucanasa (CMCasa), se 
realizaron a los ocho días de cultivo en fermentación en fase sólida utilizando los residuos pre-
tratados como sustrato. Los mayores valores de actividades enzimáticas se obtuvieron con los 
cultivos tratados biológicamente con P. ostreatus y suplementados con nitrato de sodio, con un 
valor de 0,374 U/mL de FPasa y 0,776 U/mL de CMCasa. 
 
Beristain, T. et al., (2008), evaluaron la producción de lacasas en cultivo sumergido, analizando las 
fases exponencial y estacionaria del crecimiento de Pleurotus ostreatus. La actividad lacasa se 
correlacionó positivamente con el crecimiento del hongo. Cuatro isoformas de lacasas fueron 
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segregadas por el hongo, y cuyo nombre tentativo fue LI1, LI2, LI3 y LI4. Las isoformas LI2 LI3 y 
LI4 fueron producidas durante la fase estacionaria (entre 408 y 456 h aproximadamente), mientras 
que LI1 se produjo durante el la fase exponencial. La actividad lacasa máxima (12200 U/L) se 
observó al inicio de la fase estacionaria (en 432 h de crecimiento). 
 
Liu, L, et al., (2009), evaluaron y determinaron las condiciones óptimas para la producción de 
lacasas en medio líquido. Para ello plantearon un diseño factorial fraccional donde analizaron las 
variables: sustrato (juncao), glucosa, salvado de trigo, tartrato de amonio, extracto de levadura y 
sulfato de magnesio, empleando como variable de respuesta la actividad enzimática. Los resultados 
mostraron que la glucosa y el magnesio, fueron los ingredientes claves para producción de lacasas 
con concentraciones óptimas de 0,0988 g/ml y 7,3 mmol/L respectivamente. Comparado con el 
medio de cultivo inicial, las actividades lacasa más altas incrementaron aproximadamente 2,5 
veces bajo las condiciones del medio óptimo. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
La biomasa lignocelulósica, uno de los recursos con mayor disponibilidad en el planeta puede ser 
empleada como materia prima para la obtención de diferentes productos orgánicos como azúcares 
y etanol. Dentro de los materiales lignocelulósicos, los cultivos energéticos son considerados como 
las futuras fuentes para la producción de bioetanol (RFA, 2008). Entre estos, en Europa y Estados 
Unidos se destacan los pastos Panicum virgatum  y Miscanthus sp por sus ventajas respecto a otros 
materiales en cuanto a su productividad de biomasa y facilidad en las condiciones de cultivo.  
 
En Colombia, las gramíneas forrajeras o pastos de corte se consideran cultivos energéticos con 
gran potencial para la producción de azúcares y bioetanol de segunda generación, ya que poseen 
características similares a Panicum virgatum y Miscanthus sinensis. Dentro de los más estudiados 
a nivel agronómico se encuentran: Brachiaria decumbens, Panicum maximum, Andropogon 
gayanus y gramíneas del género Pennisetum en general (Belalcázar, D. et al., 1995). 
 
El objetivo de esta etapa de la investigación fue caracterizar las gramíneas: Cajamarca, Clon CT 
115, Taiwan, King-grass morado, Guinea común, Gramalote, Sabanero y Vetiver, en cuanto al 
contenido de carbohidratos estructurales y lignina. Con estos resultados, información agronómica y 
análisis de la variación de estos componentes con el tiempo, se seleccionó la especie de gramínea, 
y su periodo de corte, que fue empleada como sustrato en el resto del proyecto, para la producción 
de un complejo enzimático a partir del cultivo sumergido de P. ostreatus. Los criterios de selección 
fueron: mayor productividad de biomasa y mayores contenidos de celulosa y lignina. Finalmente, 
se caracterizó el sustrato seleccionado en cuanto a carbono, nitrógeno y algunos metales y 
elementos de interés. 
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El material lignocelulósico empleado corresponde a ocho especies de gramíneas forrajeras 
tropicales, cuyos nombres se indican en la Tabla 2-1. El periodo de corte para la caracterización 
inicial fue de 5 meses aproximadamente, cortados en Octubre de 2009, correspondiente a época de 
verano, y para el análisis de variación con el periodo de corte, de 30 a 90 días, siendo este último 
corte realizado en Junio de 2010, que corresponde a época de invierno. Este material fue 
proporcionado por el Centro de Investigación CORPOICA, “La Libertad”, ubicado a 17 km en la 
vía Villavicencio – Puerto López (Meta), con coordenadas 4º5‟6‟‟N 72º57‟19‟‟W, con una altitud 
de 184 m.s.n.m., temperatura media anual de 27ºC y precipitación media anual de 2605 mm 
(IGAC, 1996).  
Las especies de gramíneas forrajeras fueron seleccionadas porque a nivel nacional, principalmente 
en suelos ácidos de la Altillanura Colombiana, presentan un gran potencial como productoras de 
biomasa, por su bajo requerimiento de fertilizante respecto a otras gramíneas, porque se adecuan 
fácilmente a variaciones ambientales y no son muy estrictas en sus condiciones de cultivo. 
Además, son cultivos perennes de rápido crecimiento que pueden alcanzar alturas de 
aproximadamente 2-3 metros en un periodo de corte de dos meses (Lemus L. y Lemus V., 2004). 
Algunas imágenes de estas especies se presentan en las Figuras 2-1 y 2-2.   
 
Tabla 2-1 Nombres de las gramíneas forrajeras tropicales empleadas para selección del sustrato 
 
Item Nombre común Nombre científico 
1 Cajamarca Pennisetum sp 
2 Clon CT 115 Pennisetum sp 
3 Taiwan Pennisetum sp 
4 King-grass morado Pennisetum purpureum 
5 Guinea común Panicum máximum 
6 Gramalote Paspalum fasciculatum 
7 Sabanero Andropogon gayanus 
8 Vetiver Vetiveria zizaniodes 
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Figura 2-1 Panicum maximum                               Figura 2-2 Pennisetum purpureum 
CORPOICA, La Libertad. Octubre de 2009                                 CORPOICA, La Libertad. Octubre de 2009 
                         
 
Las ocho especies de gramíneas forrajeras se secaron a 60°C durante 48 horas, y posteriormente, 
mediante un molino de cuchillas se redujo su tamaño a 1,8 – 2,0  mm de longitud 
aproximadamente. Con este tamaño de partícula se realizó la caracterización por duplicado de la 
biomasa. 
Este tamaño de partícula fue seleccionado porque con tamaños similares se demostró que se 
favorece la producción de enzimas ligninolíticas (Membrillo I. et al., 2008). Igualmente, 
variaciones entre tamaños similares o inferiores no tuvieron efecto significativo en la degradación 
de materiales lignocelulósicos para la producción de azúcares (Rivers, D. y Emert, G., 1988; 
Negro, M., 1991; Wen, Z. et al., 2004). 
Membrillo, I. et al., (2008) analizaron el efecto del tamaño de partícula (0,92, 1,68 y una mezcla 
heterogénea de tamaño promedio 2,9 mm) y la adición de sulfato de amonio como fuente de 
nitrógeno sobre la producción de enzimas lignocelulolíticas mediante fermentación en estado 
sólido por dos cepas de Pleurotus ostreatus, empleando bagazo de caña como sustrato. La 
actividad más alta de lacasas (0,040 IU/g peso seco) fue obtenida con partículas de 1,68 mm en 
presencia de sulfato de amonio. 
Rivers, D. y Emert, G. (1988) evaluaron la hidrólisis enzimática de paja de trigo y bagazo de caña 
de azúcar empleando tamaños de partícula en el intervalo 0,107- 0,947 mm, y demostraron que 
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estas variaciones de tamaño no tuvieron efecto significativo en la hidrólisis. Un comportamiento 
similar fue reportado por otros autores. Negro, M. (1991) estudió el efecto del tamaño de partícula 
(0,25, 0,5, 0,75, 1,0 y 2,0 mm) sobre la producción de azúcares reductores mediante hidrólisis 
enzimática empleando cardo como sustrato. La conclusión fue que el tamaño de partícula no afectó 
la producción de azúcares en el intervalo estudiado. Wen, Z. et al., (2004) analizaron el efecto de 
diferentes tamaños de partícula (0,59-0,84 mm, 0,35-0,59 mm, 0,25-0,35 mm, inferiores a 0,25 mm 
y una mezcla de todos los tamaños) sobre la hidrólisis enzimática de estiércol animal. Los 
resultados demostraron que la reducción de tamaño a valores inferiores a 0,59 mm no afectó la 
producción de glucosa. 
 
 
La ceniza de los materiales lignocelulósicos tiene un alto contenido de potasio, calcio, magnesio y 
otros minerales esenciales para su normal desarrollo. El contenido de ceniza se determinó por 
duplicado de acuerdo a la norma ASTM E-1755. 
El análisis de FDN comprende todos los componentes de la pared celular vegetal (celulosa, 
hemicelulosa, lignina y cenizas). Su determinación se realizó con base en los procedimientos 
experimentales establecidos por Van Soest, P. et al., (1991). El procedimiento que se llevó a cabo 
se presenta en la Figura 2-3. 
 
El porcentaje de FDN en base seca se calcula mediante la Ecuación 2-1: 
                                    FDN =  
    –                
      
                                                          (2-1) 
Donde: 
W1 = Peso de la bolsa inicial  
W2 = Peso de la muestra 
W3 = Peso después del proceso de extracción 
DM = Materia seca 
C1 = Corrección de la bolsa o blanco (peso final después del secado/peso inicial  de la bolsa) 
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Figura 2-3 Esquema metodológico para la determinación de FDN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El análisis de FDA comprende algunos componentes de la pared celular vegetal (celulosa, 
lignina y cenizas). Su determinación se realizó con base en los procedimientos 
experimentales establecidos por Van Soest, P. et al., (1991). El procedimiento que se llevó 
a cabo se presenta en la Figura 2-4. 
El porcentaje de FDA en base seca se calcula mediante la Ecuación 2-2: 
     FDA =  
    –                 
      
                                                  (2-2) 
 
Donde: 
W1 = Peso de la bolsa inicial  
Pesar la bolsa F57 
(W1) 
Pesar 0,5 g de muestra 
previamente seca, e 
introducirlos en la bolsa 
y sellar (W2) 
Colocar las bolsas en un 
sostén, e introducirlas en 
el equipo de digestión 
ANKOM FIBER 
ANALYZER 
 
Realizar 3 lavados 
sucesivos con agua 
caliente (90-100°C) 
sumergiendo las bolsas 
durante 5 minutos 
Sumergir las bolsas en 
acetona durante 5 
minutos y secar a 
temperatura ambiente por 
15 minutos 
Secar las bolsas a 
105°C por 2 horas y 
pesar (W3) 
Adicionar 2000 ml de 
solución detergente neutra 
y mantener la digestión a 
100°C por 75 minutos 
Apagar el equipo y 
desalojar la solución 
con cuidado 
Pesar una bolsa adicional 
sin muestra y determinar 
la corrección de esta (C1) 
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W2 = Peso de la muestra 
W3 = Peso después del proceso de extracción 
DM = Materia seca 
C1 = Corrección de la bolsa o blanco (peso final después del secado/peso inicial  de la bolsa) 
 
Figura 2-4 Esquema metodológico para la determinación de FDA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La  cuantificación de lignina se presenta en la Figura 2-5. Esta metodología fue ajustada con base 
en los protocolos establecidos por Van Soest, P. et al., (1991). 
El porcentaje de lignina en base seca se calcula mediante la Ecuación 2-3: 
                                     Lignina = 
                    
      
                                             (2-3) 
Donde: 
W1 = Peso de la bolsa inicial  
Pesar la bolsa F57 (W1) 
Pesar 0,5 g de muestra 
previamente seca, e 
introducirlos en la 
bolsa y sellar 
Colocar las bolsas en un 
sostén, e introducirlas en 
el equipo de digestión 
ANKOM FIBER 
ANALYZER 
Realizar lavados 
sucesivos con agua 
caliente (90-100°C) hasta 
verificar un pH final 
neutro 
Sumergir las bolsas en 
acetona durante 5 
minutos y secar a 
temperatura ambiente por 
15 minutos 
Secar las bolsas a 
105°C por 2 horas y 
pesar (W3) 
Adicionar 2000 ml de 
solución detergente ácida 
y mantener la digestión a 
100°C por 60 minutos 
Apagar el equipo y 
desalojar la solución 
con cuidado 
Pesar una bolsa adicional 
sin muestra y determinar 
la corrección de esta (C1) 
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W2 = Peso de la muestra 
W4 = Peso de materia orgánica 
DM = Materia seca 
C2 = Corrección de la bolsa o blanco por cenizas (pérdida de peso después de la ignición de la 
bolsa/peso inicial de la bolsa) 
 
Figura 2-5 Esquema metodológico para la determinación de lignina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con datos obtenidos en las determinaciones de FDN, FDA y LDA, se calcularon los porcentajes de 
hemicelulosa y celulosa mediante las  Ecuaciones 2-4 y 2-5 respectivamente. 
 
   HEMICELULOSA = %FDN - %FDA                                                 (2-4) 
 
Determinar FDA de 
acuerdo a la Figura 2-4 
Transferir las bolsas y 
el blanco a un Beaker 
y adicionar H2SO4 al 
72% v/v 
Retirar el H2SO4 y realizar 
lavados sucesivos con agua 
caliente (90-100°C) hasta 
alcanzar un pH neutro en el 
agua de lavado 
Sumergir las bolsas en 
acetona durante 5 
minutos y secar a 
temperatura ambiente 
por 15 minutos 
Secar las bolsas a 
105°C por 3 horas 
y pesar (W3) 
Dejar las bolsas 
sumergidas por 3 horas 
y agitar cada 10 
minutos 
Calcular la 
pérdida de peso 
por diferencia 
(W4) 
Calentar en una mufla a  
525°C por 3 horas y 
determinar el contenido 
de ceniza 
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           CELULOSA = 
      –            –      –                  
      
                           (2-5) 
  
Donde: 
 
W1 = Peso de la bolsa inicial  
W2 = Peso de la muestra 
W3 = Peso de la bolsa más la muestra después del proceso de FDA 
W4 = Peso de la bolsa más la muestra después del proceso de LDA 
DM = Materia seca 
C1 = Corrección de la bolsa o blanco por FDA (peso final después de FDA/peso inicial de la bolsa) 
C2 = Corrección de la bolsa o blanco por LDA (peso final después de LDA/peso inicial de la bolsa) 
 
 
 
 
Teniendo en cuenta la importancia de seleccionar un sustrato, que no solo tenga una 
caracterización fisicoquímica adecuada para la obtención de complejos enzimáticos, sino que 
garantice mayor producción y disponibilidad de biomasa en el transcurso del año, se solicitó 
colaboración e información de condiciones de cultivo y productividad de biomasa en base seca al 
grupo de investigación del programa Fisiología y Nutrición animal, del Centro de Investigación 
CORPOICA, La Libertad, sitio del cual fueron obtenidas las gramíneas forrajeras analizadas, ya 
que se considera que esta información es la más acertada para explicar el comportamiento de estas 
gramíneas. 
 
 
La selección de la especie de gramínea forrajera que fue empleada como sustrato para la 
producción de enzimas lignocelulolíticas por P. ostreatus en la presente investigación, se realizó 
teniendo en cuenta la productividad de biomasa y mayores contenidos de lignina y celulosa. Estos 
criterios fueron seleccionados porque el objetivo es emplear como materia prima una gramínea con 
la mayor productividad de biomasa para mejorar el rendimiento y sostenibilidad del proceso. Al 
mismo tiempo, se busca que el sustrato tenga el mayor contenido de lignina para que induzca la 
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producción de enzimas ligninolíticas en el cultivo sumergido del hongo. Igualmente, se requiere un 
valor alto de celulosa, ya que ésta es el punto de partida para la producción de azúcares. 
 
Con los datos obtenidos en la caracterización de carbohidratos estructurales y lignina e 
información de productividad de biomasa de las ocho gramíneas analizadas inicialmente, se realizó 
una pre-selección del sustrato, donde las gramíneas P. maximum y P. purpureum fueron las que 
tuvieron mejores características fisicoquímicas y agronómicas (El análisis detallado se presenta en 
la sección 2.3.3). Estas gramíneas fueron cortadas a diferentes tiempos de cultivo: 30, 45, 60 y 90 
días, y analizadas en cuanto al contenido de lignina, hemicelulosa y celulosa. La gramínea forrajera 
seleccionada como sustrato y su periodo de corte fue la que presentó mayores contenidos de 
celulosa y lignina en el tiempo de cultivo que permitió alcanzar estos valores. 
 
 
Con el objetivo de determinar la relación Carbono/Nitrógeno, importante para el crecimiento del 
hongo y producción de enzimas y la composición del sustrato en cuanto a algunos elementos y 
metales de interés, se solicitaron estos análisis al Laboratorio de Aguas y Suelos, de la Facultad de 
Agronomía, de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá. 
 
La determinación de carbono se midió siguiendo el procedimiento descrito en la norma ASTM 
5373-08. La de nitrógeno se realizó por el método de Dumas, mediante combustión completa en 
una atmósfera saturada de oxígeno. El contenido de fósforo se determinó por calcinación a 475°C 
y valoración colorimétrica con molibdato y vanadato de amonio. La composición en cuanto a 
potasio, magnesio, cobre, hierro, manganeso y zinc, se determinó por calcinación a 475°C y 
valoración por espectrofotometría de absorción atómica. 
 
Para la caracterización fisicoquímica de las ocho gramíneas forrajeras, se realizó un análisis de 
varianza (ANOVA) de un factor, con el objetivo de comparar resultados y establecer si son 
significativamente distintos entre ellos. Este análisis se utilizó para asociar una probabilidad (p) a 
la conclusión de que la media de un grupo de valores es distinta de la media de otro grupo de 
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valores. Para la caracterización de las dos gramíneas forrajeras pre-seleccionadas variando el 
periodo de corte, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de dos factores con varias muestras 
por grupo. En ambos casos, el nivel de significancia fue del 95%. 
 
 
 
Los resultados de cenizas de las gramíneas analizadas en este trabajo se presentan en la Tabla 2-2, 
y la composición de carbohidratos estructurales y lignina y su análisis estadístico se presentan en 
las Tablas 2-3 y 2-4, respectivamente. 
 
Tabla 2-2 Cenizas de las gramíneas forrajeras empleadas en este trabajo 
 
Nombre común Nombre científico % Cenizas (BS) 
Cajamarca Pennisetum sp 1,23 + 0,16 
Clon CT 115 Pennisetum sp 1,21 + 0,15 
Taiwan Pennisetum sp 1,31 + 0,16 
King-grass morado Pennisetum purpureum 1,23 + 0,20 
Guinea común Panicum maximum 1,25 + 0,08 
Gramalote Paspalum fasciculatum 1,32 + 0,06 
Sabanero Andropogon gayanus 1,34 + 0,11 
Vetiver Vetiveria zizaniodes 1,32 + 0,09 
                  BS: base seca 
 
Según los resultados presentados en la Tabla 2-2, el contenido de cenizas es similar entre las 
diferentes especies de gramíneas analizadas, siendo superior el de Andropogon gayanus, lo que 
significa que tiene mayor contenido de minerales respecto a las demás gramíneas. La leve 
variación entre los resultados se debe probablemente al consumo similar de fertilizante en el 
cultivo de cada gramínea y a diferencias entre los componentes no analizados y que no forman 
parte de la pared celular vegetal. 
 
La variabilidad de los resultados presentados en la Tabla 2-2, no se logró obtener en un intervalo 
de confianza del 95%, solamente para la especie Gramalote (4,54%). Esto posiblemente se debió a 
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que este componente varía significativamente de una muestra a otra por la heterogeneidad de los 
materiales. 
 
El contenido de ceniza de las gramíneas analizadas presenta valores superiores al compararlos con 
“switchgrass” con un valor de 0,7% (Asli, I. et al., 2008); sin embargo, al compararlos con pastos 
del género Pennisetum sp., con un valor de 2,46% (Mateus, L., 2011) y con residuos de pasto con 
4,2-6,2% (Philippoussis, A., 2009) los resultados son inferiores, al igual que en el caso de otros 
sustratos como fibra prensada de palma con 3,1% de cenizas (Rojas, L., 2011), paja de trigo, 5,6-
8,0% y bagazo de caña de azúcar con 1,5-5,0% (Philippoussis, A., 2009). Estos resultados eran de 
esperarse, y se considera que se encuentran en un intervalo normal, teniendo en cuenta que las 
gramíneas analizadas pertenecen a diferentes géneros. 
 
Tabla 2-3 Carbohidratos estructurales y lignina de las gramíneas forrajeras  
empleadas en este trabajo 
 
Nombre común 
% FDN  
(BS) 
% FDA 
(BS) 
% Celulosa 
(BS) 
% Hemicelulosa 
(BS) 
% Lignina 
(BS) 
Cajamarca 87,14 + 0,48 61,87 + 0,09 46,83 + 0,18 25,27 + 0,28 13,78 + 0,42 
Clon CT 115 85,57 + 0,80 60,39 + 0,93 44,79 + 0,70 25,18 + 0,86 14,38 + 0,08 
Taiwan 88,44 + 1,03 60,10 + 0,43 45,33 + 0,07 28,34 + 0,73 13,64 + 0,19 
K.grass morado 83,73 + 0,60 57,61 + 2,83 43,35 + 2,37 26,12 + 1,71 13,01 + 0,66 
Guinea común 87,42 + 2,14 62,04 + 0,89 47,17 + 0,58 25,38 + 1,52 13,70 + 0,37 
Gramalote 86,27 + 0,50 60,86 + 0,60 45,31 + 0,99 25,41 + 0,55 14,20 + 0,33 
Sabanero 84,40 + 0,14 69,40 + 0,13 46,62 + 0,43 15,00 + 0,01 13,91 + 0,28 
Vetiver 84,40 + 0,28 56,80 + 0,15 44,06 + 1,34 27,60 + 0,43 13,51 + 0,29 
BS: base seca 
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Tabla 2-4 Análisis de varianza de un factor de carbohidratos estructurales y lignina de las 
gramíneas forrajeras empleadas en este trabajo 
 
Análisis 
Valor crítico 
para F 
F 
Probabilidad 
(p) 
FDN 3,5005 6,2250 0,0098 
FDA 3,5005 22,9043 0,0001 
Celulosa 3,5005 3,1676 0,0643 
Hemicelulosa 3,5005 20,3756 0,0002 
Lignina 3,5005 2,6854 0,0949 
 
El análisis estadístico (Tabla 2-4) de los resultados de caracterización fisicoquímica de las 
diferentes gramíneas, reportados en la Tabla 2-3, demuestra que los análisis que son 
significativamente diferentes entre ellos son: FDN, FDA y hemicelulosa, ya que los valores 
estadísticos de F son mayores que sus valores críticos, y la probabilidad (p) menor que 0,05, que 
fue el límite de significancia establecido. Sin embargo, los resultados de los análisis de celulosa y 
lignina no presentan diferencia significativa entre ellos, con valores F inferiores a los valores 
críticos y las probabilidades mayores que 0,05. Todos los datos correspondientes al análisis 
ANOVA que se resume en la Tabla 2-4 se encuentran en el Anexo A. 
 
Los análisis de FDN y FDA permiten cuantificar los porcentajes de celulosa, hemicelulosa y 
lignina, que son los que generalmente se encuentran reportados para diferentes sustratos. Para 
efecto comparativo de estos componentes de la pared celular vegetal, en la Tabla 2-5 se reportan 
datos de materiales lignocelulósicos comúnmente empleados para cultivo de hongos y producción 
de azúcares fermentables. 
 
La cantidad de celulosa para las gramíneas analizadas en términos generales es superior a la 
reportada por Kurakake, M. et al., 2001 (44%), Sun, Y. y Cheng, J., 2002 (25-40%), Asli, I. et al., 
2008 (42%), Philippoussis, A., 2009 (25-40%), y Mateus, L., 2011 (33,79%) para diferentes 
especies de pastos, véase Tabla 2-5. Igualmente, en esta tabla se puede apreciar que los resultados 
para el contenido de hemicelulosa (15,00-28,34%) son inferiores a los reportados por Sun, Y. y 
Cheng, J., 2002 (35-50% para pastos en general y 35,7% para Bermuda grass) y Asli, I. et al., 2008 
(31%); sin embargo, son similares a los reportados por Philippoussis, A., 2009 (13-38%) y Mateus, 
L., 2011 (22,54%). Esta variación en la comparación de resultados, se debe a que algunas especies 
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son diferentes a las empleadas en este trabajo, a la heterogeneidad de los materiales, y 
posiblemente a diferencias en el periodo de corte, ya que este tiene una influencia importante en la 
composición química de la pared celular vegetal.  
 
En cuanto al contenido de lignina, se esperaba que los resultados, principalmente de Cajamarca, 
Clon CT 115, Taiwan y  King-grass morado fueran similares a los reportados por Mateus, L., 2011 
(16,04%), ya que también se tratan de especies del género Pennisetum cultivadas en Colombia; sin 
embargo, los resultados fueron inferiores, posiblemente porque el periodo de corte de la especie 
Pennisetum sp. empleada en la investigación referida anteriormente fue superior al empleado en el 
presente trabajo, y por lo tanto, la pared celular vegetal incrementó el contenido de lignina. 
Respecto a lo reportado por Sun, Y. y Cheng, J., 2002 (10-30% para pastos en general) y 
Philippoussis, A., 2009 (6,4-17,6%) para lignina, los resultados se encuentran en este intervalo, y 
para los casos de Asli, I. et al., 2008 (6%) y Sun, Y. y Cheng, J., 2002 (6,4% para “Bermuda 
grass”), los valores son superiores; sin embargo, para el caso de Miscanthus sinensis (18,6%) 
reportado por Kurakake, M., 2001 los resultados son inferiores. 
 
Es importante tener en cuenta que se encuentran diferencias entre los análisis para el mismo 
material, por ejemplo  Sun, Y. y Cheng, J., 2002 reportaron que la paja de trigo está compuesta por 
30% de celulosa, 50% de hemicelulosa y 15% de lignina, valores diferentes, principalmente en el 
contenido de hemicelulosa, a los reportados por Philippoussis, A., 2009 con una composición de 
31,5-39,5% de celulosa, 21,2-29,0% de hemicelulosa y 5,6-15,0% de lignina. En el caso de “switch 
grass”, Sun, Y. y Cheng, J., 2002 reportaron valores de 45% de celulosa, 31,4% de hemicelulosa y 
12% de lignina, muy diferentes en el porcentaje de lignina respecto a los encontrados por Asli, I. et 
al., 2008, con una composición de 42% de celulosa, 31% de hemicelulosa y 6% de lignina. 
 
Para las especies analizadas, los resultados de hemicelulosa presentaron diferencia significativa y 
los de celulosa y lignina no, para un mismo periodo de corte. Por este motivo, el sustrato se 
seleccionó con base en criterios exclusivamente agronómicos de productividad de biomasa y 
caracterización fisicoquímica de acuerdo al periodo de corte. 
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Tabla 2-5 Principales componentes de diferentes materiales lignocelulósicos. 
 
Materiales 
lignocelulósicos 
Celulosa 
(%) (BS) 
Hemicelulosa 
(%) (BS) 
Lignina 
(%) (BS) 
Referencia 
Maderas duras 40-55 24-40 18-25 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
Maderas blandas 45-50 25-35 25-35 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
Cáscaras de frutos 25-30 25-30 30-40 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
Cáscara de arroz 28-43 17,5-20,6 21,5-22,5 Philippoussis, A., 2009 
Pulpa y cáscara de café 23-29,1 15,1-17,1 13-26 Philippoussis, A., 2009 
Paja de arroz 22,8-38,4 17,7-28,5 6,4-18 Philippoussis, A., 2009 
Paja de trigo 31,5-39,5 21,2-29 5,6-15 Philippoussis, A., 2009 
Paja de cebada 33,8-37,5 21,9-24,7 13,8-14,5 Singh, P. et al., 2009 
Paja de centeno 37,6 30,5 19 Singh, P. et al., 2009 
Paja de avena 39,4 27,1 17,5 Singh, P. et al., 2009 
Mazorcas de maíz 45 35 15 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
Tallos de maíz 35-39,6 16,8-35 7-18,4 Singh, P. et al., 2009 
Tallos de girasol 42,1 29,66 13,44 Singh, P. et al., 2009 
Papel periódico 40-55 25-40 0 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
Desechos sólidos primarios 8-15 ND 24-29 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
Desechos de algodón 52-90 5-20 4-12 Philippoussis, A., 2009 
Semillas de algodón 80-95 5-20 0 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
Bagazo de caña de azúcar 22 15 11 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
Cardo 31,1 12,2 22,1 Singh, P. et al., 2009 
Pastos en general 25-40 35-50 10-30 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
Residuos de pasto 25-40 13-38 6,4-17,6 Philippoussis, A., 2009 
Miscanthus sinensis 44 ND 18,6 Kurakake, M. et al., 2001 
Switch grass 42 31 6 Asli, I. et al., 2008 
Pennisetum sp. 33,79 22,54 16,04 Mateus, L., 2011 
Bermuda grass 25 35,7 6,4 Sun, Y. y Cheng, J., 2002 
BS: base seca 
ND: no detectable 
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La información de productividad de biomasa (aún no publicada) fue proporcionada por el grupo de 
investigación del programa de Fisiología y Nutrición animal, del Centro de Investigación 
CORPOICA “La Libertad” (Puerto López, Meta). Estos datos fueron obtenidos al realizar 
aproximadamente ocho cortes de las diferentes gramíneas al año, que generalmente es el tiempo 
que se emplea para obtener materiales destinados a la alimentación animal. La productividad de 
biomasa en base seca de las gramíneas empleadas en este trabajo se reporta en la Tabla 2-6. 
 
Tabla 2-6 Productividad de biomasa de las gramíneas forrajeras empleadas en este trabajo. 
 
Nombre común Nombre científico 
Productividad de 
biomasa (ton/ha/año) 
Cajamarca Pennisetum sp 100 
Clon CT 115 Pennisetum sp 100 
Taiwan Pennisetum sp 97 
King-grass morado Pennisetum purpureum 102 
Guinea común Panicum maximum 104 
Gramalote Paspalum fasciculatum 74 
Sabanero Andropogon gayanus 56 
Vetiver Vetiveria zizaniodes 84 
 
 
La productividad de biomasa de las gramíneas forrajeras analizadas, en todos los casos son mucho 
mayores que las obtenidas en otros países para especies similares. Por ejemplo, en Illinois, Estados 
Unidos, los pastos “switchgrass”  y “miscanthus”, los cuales se consideran las especies con mayor 
potencial para la producción de bioetanol, tienen una productividad promedio de 9,4 y 35,76 
ton/ha/año respectivamente (Khanna, M. et al., 2008). Sin embargo, en 2004-2005, en 3 lugares del 
sur, centro y norte de Illinois, se alcanzó el mayor pico de productividad de estas especies, con un 
intervalo entre 32,5 y 50,8 ton/ha/año, con valores más bajos en el norte de Illinois. Los 
rendimientos de “miscanthus” fueron entre 3 y 4 veces más altos que los de “switchgrass” en los 
mismos sitios de análisis (Heaton, E. et al., 2006). En Tennessee, un estado de la región sur de 
Estados Unidos, la productividad de “switchgrass” alcanzó valores de 47 ton/ha/año (Mclaughlin, 
S. y Kszos, L., 2005). Una revisión de literatura extensiva sobre la productividad de “switchgrass” 
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y “miscanthus” realizada por Heaton, E. et al., 2004, indicó que la productividad de “switchgrass” 
fue en promedio 12 ton/ha más baja que la de “miscanthus” observada en Europa (Heaton, E. et al., 
2004), encontrándose esta última entre 4 y 44 ton/ha/año (Lewandowski, I. et al., 2000; 
Lewandowski, I. et al., 2003). 
 
En la Tabla 2-6 se puede apreciar que las gramíneas forrajeras con mayor productividad son P. 
maximum (Guinea común) y P. purpureum (King-grass morado) con valores de 104 y 102 
ton/ha/año respectivamente. Sin embargo, teniendo en cuenta que la productividad de P. maximum 
es superior a la de P. purpureum solamente en un 1,96% y que la caracterización fisicoquímica fue 
similar, véase Tabla 2-3, se decidió realizar un análisis de variación de la composición de la pared 
celular vegetal en función del tiempo, para ambas gramíneas, estableciendo un periodo de corte de 
30 a 90 días, ya que después de ese tiempo la calidad y productividad de biomasa de las gramíneas 
se ve afectada negativamente (Información suministrada por el grupo de investigación del 
programa Fisiología y Nutrición animal, del Centro de Investigación CORPOICA “La Libertad”, 
Julio de 2010). 
 
 
 
La caracterización fisicoquímica de Panicum maximum y Pennisetum purpureum en función del 
periodo de corte, se presenta en la Tabla 2-7 y su análisis estadístico en la Tabla 2-8.  
 
Los resultados presentados en la Tabla 2-8, demuestran que los dos factores analizados (tipo de 
gramínea y tiempo) tuvieron efecto significativo sobre los análisis realizados: FDN, FDA, celulosa, 
hemicelulosa y lignina, ya que los valores estadísticos de F son mayores que sus valores críticos en 
los orígenes de interacciones correspondientes a gramínea y tiempo. Al mismo tiempo, todos los 
análisis tienen una probabilidad (p) menor que 0,05 para los factores analizados. Estos resultados 
eran de esperarse, ya que tanto la especie de gramínea, como el tiempo son factores fundamentales 
en la caracterización fisicoquímica de materiales lignocelulósicos. Todos los datos 
correspondientes al análisis ANOVA que se resume en la Tabla 2-8 se encuentran en el Anexo B. 
 
Los porcentajes de FDN, FDA, celulosa, hemicelulosa y lignina, generalmente incrementaron a 
medida que transcurrió el tiempo, véase Tabla 2-7. Estos resultados se explican debido al 
crecimiento del material vegetal y fortalecimiento de su pared celular. Los mayores incrementos en 
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cuanto a fibras, carbohidratos estructurales y lignina, se encontraron en la mayoría de los casos (a 
excepción del análisis de hemicelulosa) en el periodo comprendido entre 60 y 90 días. Los valores 
más altos de %FDN, %FDA, %celulosa y %lignina se alcanzaron a los 90 días, siendo superiores 
los de P. maximum respecto a P. purpureum en un 8,41%, 11,67%, 11,02% y 8,01% para %FDN, 
%FDA, %celulosa y %lignina respectivamente. Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionó 
P. maximum con un periodo de corte de 90 días como sustrato para desarrollar el resto de la 
investigación.  
 
Es importante considerar que la gramínea seleccionada es nativa de los llanos orientales, a 
diferencia de P. purpureum que es de origen africano, y tiene mejor adaptación a cambios 
climáticos y condiciones de cultivo. Estas ventajas, su composición fisicoquímica y productividad 
de biomasa, hacen que se considere a este sustrato con gran potencial para la producción de 
complejos enzimáticos ligninolíticos y materia prima para la obtención de azúcares fermentables 
con miras a la producción de bioetanol de segunda generación en Colombia. 
 
Tabla 2-7 Carbohidratos estructurales y lignina de las gramíneas forrajeras pre-seleccionadas en 
función del periodo de corte. 
Especie de 
gramínea 
Periodo de 
corte (días) 
% FDN         
(BS) 
% FDA               
(BS) 
% Celulosa         
(BS) 
% Hemicelulosa             
(BS) 
% Lignina 
(BS) 
Pennisetum 
purpureum 
30 56,12 + 1,40 33,62 + 0,38 25,11 + 0,94 22,50 + 1,02 4,12 + 0,05 
45  61,4 + 0,02 34,18 + 1,21 25,39 + 0,40 27,22 + 1,19 4,94 + 0,07 
60  66,6 + 0,88 37,90 + 1,28 30,33 + 0,42 28,70 + 2,16 6,18 + 0,08 
90 77,86 + 0,08 52,31 + 0,30 40,74 + 0,25 25,55 + 0,38 10,24 + 0,30 
Panicum 
maximum 
30 65,56 + 0,98 35,66 + 2,99 24,83 + 0,12 29,90 + 2,01 4,34 + 0,29 
45 68,69 + 0,34 37,31 + 2,71 27,13 + 0,70 31,38 + 2,37 5,35 + 0,33 
60 71,25 + 0,58 38,27 + 0,55 32,22 + 2,46 32,99 + 1,13 7,95 + 0,58 
90 84,41 + 0,28 58,41 + 0,27 45,23 + 0,32 26,00 + 0,55 11,06 + 0,13 
BS: base seca 
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Tabla 2-8 Análisis de varianza de dos factores de carbohidratos estructurales y lignina de las 
gramíneas forrajeras pre-seleccionadas en función del periodo de corte. 
Análisis 
Origen de las 
variaciones 
Valor crítico 
para F 
F 
Probabilidad 
(p) 
FDN 
Tiempo 4,0662 577,2419 1,10E-09 
Gramínea 5,3177 367,8118 5,66E-08 
Interacción 4,0662 7,3682 1,09E-02 
FDA 
Tiempo 4,0662 150,8611 2,22E-07 
Gramínea 5,3177 13,5447 6,22E-03 
Interacción 4,0662 2,3261 1,51E-01 
Celulosa 
Tiempo 4,0662 271,6412 2,19E-08 
Gramínea 5,3177 15,4947 4,32E-03 
Interacción 4,0662 3,8338 5,71E-02 
Hemicelulosa 
Tiempo 4,0662 10,3703 3,94E-03 
Gramínea 5,3177 28,6952 6,80E-04 
Interacción 4,0662 3,4931 6,98E-02 
Lignina 
Tiempo 4,0662 398,2587 4,80E-09 
Gramínea 5,3177 31,9520 4,80E-04 
Interacción 4,0662 5,8822 2,02E-02 
 
La caracterización de P. maximum en cuanto a C, N, P, Ca, K, Mg, Cu, Fe, Mn y Zn, reportada por 
el Laboratorio de Aguas y Suelos, de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de 
Colombia, sede Bogotá, se presenta en la Tabla 2-9. 
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Tabla 2-9 Composición de Panicum maximum en cuanto a algunos elementos de interés. 
 
Componente Valor 
Carbono (%) (BS) 41,87 
Nitrógeno (%) (BS) 0,85 
Fósforo (%) 0,30 
Calcio (%) 0,81 
Potasio (%) 3,00 
Magnesio (%) 0,26 
Cobre (mg/Kg) 8,22 
Hierro (mg/Kg) 154 
Manganeso (mg/Kg) 133 
Zinc (mg/Kg) 100 
 
 
El contenido de carbono para P. maximum es de 41,87%, mientras que el de nitrógeno es de tan 
solo 0,85%, con una relación C/N de 49,26. El bajo nivel de nitrógeno que tiene este sustrato es 
una ventaja para procesos de deslignificación, ya que diferentes autores (Eriksson, K. et al., 1990; 
Dix, N. y Webster, J., 1995) han reportado que medios de cultivo con limitaciones, o en ausencia 
de fuente de nitrógeno y sustratos con contenido de nitrógeno bajo favorecen la degradación de 
lignina. 
 
La relación C/N de Panicum maximum (49,26) es superior a la reportada por Philippoussis, A., 
2009 para residuos de pasto (28-42), se encuentra en el intervalo para paja de trigo (48,8-59,6) que 
es un sustrato comúnmente empleado para el cultivo de hongos de podredumbre blanca, lo que 
indica que posiblemente esta gramínea puede ser empleada para el cultivo y producción de 
enzimas por P. ostreatus. Sin embargo, esta relación C/N es inferior respecto a las obtenidas para 
otros sustratos, como: rastrojo y cascarilla de maíz (55,8-77,3), pulpa y cáscara de café (53,5-59,4), 
bagazo de caña de azúcar (120-190), reportadas por el mismo autor, y fibra prensada de palma 
(64,3) reportada por Rojas, L, 2011. 
 
Respecto al contenido de metales, para el caso de cobre, manganeso y zinc, con valores de 8,22, 
133, 100 mg/Kg respectivamente, los resultados son superiores a los reportados por Baldrian, P, 
2005 para la paja de trigo con una composición de 7,0 mg/Kg para cobre, 71,2 mg/Kg para 
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manganeso y 20,0 mg/Kg para zinc, mientras que para el caso de hierro, el resultado fue inferior 
(154 respecto a 208 mg/Kg). Teniendo en cuenta que en la investigación realizada por este autor, 
se evaluó el efecto de adicionar cobre, manganeso, zinc y plomo hasta valores totales de 390, 400, 
410 y 1240 mg/Kg respectivamente, obteniendo de manera general un aumento significativo en la 
actividad lacasa, las diferencias obtenidas en este trabajo favorecen a P. maximum, ya que al tener 
valores superiores de cobre, manganeso y zinc, es necesario adicionar menores cantidades de estos 
metales al medio de cultivo, para incrementar la actividad lacasa de complejos enzimáticos 
obtenidos a partir de este sustrato.  Sin embargo, es importante tener en cuenta que los metales 
presentes en el material vegetal no se encuentran totalmente biodisponibles para el cultivo del 
hongo. 
 
 
La caracterización fisicoquímica de las ocho gramíneas analizadas, demostró que los análisis que 
son significativamente diferentes entre ellos, con una probabilidad (p) menor que 0,05 fueron: 
FDN, FDA y hemicelulosa, mientras que los resultados de celulosa y lignina, no presentaron 
diferencia significativa; por lo tanto, los resultados de estos análisis no fueron criterio válido para 
seleccionar el sustrato, sino la productividad de biomasa. 
 
Las gramíneas forrajeras para las que se reportó mayor  productividad de biomasa fueron Panicum 
maximum (Guinea común) y Pennisetum purpureum (King-grass morado) con valores de 104 y 
102 ton/ha/año respectivamente. Sin embargo, teniendo en cuenta que la productividad de P. 
maximum fue superior a la de P. purpureum solamente en un 1,96% y que la caracterización 
fisicoquímica fue similar, se considera que ambas gramíneas poseen gran potencial para la 
producción de complejos enzimáticos y materia prima para la obtención de azúcares fermentables 
con miras a la producción de bioetanol de segunda generación en Colombia. 
 
La gramínea forrajera seleccionada como sustrato  para la producción de un complejo enzimático a 
partir del cultivo sumergido de P. ostreatus fue P. maximum, con un periodo de corte de 90 días, 
una relación de C/N de 49,26, contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina de 45,23%, 26% y 
11,06% respectivamente. 
 
  
 
 
 
 
Las enzimas lignocelulolíticas juegan un papel muy importante en la degradación de materiales 
lignocelulósicos y en la obtención de diferentes productos a partir de estos. Sin embargo, la 
complejidad del proceso y el alto costo que representa la producción de extractos enzimáticos, son 
barreras significativas en su comercialización. Actualmente, surge el interés por desarrollar 
procesos estandarizados para la producción de estos extractos con alto poder deslignificante para 
emplearlos principalmente en la degradación de materiales lignocelulósicos para la producción de 
azúcares fermentables. Igualmente, tienen aplicación en la detoxificación de hidrolizados de 
celulosa, la industria textil, oxidación de compuestos fenólicos, biorremediación y en procesos de 
deslignificación en general. 
 
Tales extractos enzimáticos pueden ser obtenidos a partir del cultivo de hongos de podredumbre 
blanca como Pleurotus ostreatus. Entre los factores que afectan este proceso se pueden mencionar 
algunos de gran importancia como el tiempo, porque el objetivo es obtener estos extractos en el 
menor tiempo posible, buscando una viabilidad económica, la concentración de sustrato, porque de 
esta depende el crecimiento del hongo y la producción de enzimas, y finalmente el contenido de 
metales como cobre, manganeso, cadmio, zinc, hierro y plomo entre otros, los cuales son  
necesarios para el desarrollo de las funciones celulares del hongo e inductores de actividad 
enzimática. 
 
En esta etapa de investigación se presenta un diseño experimental de superficie de respuesta donde 
se analiza el efecto del tiempo, de la concentración de Panicum maximum, de cobre, manganeso y  
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cadmio, sobre la actividad lacasa. El objetivo es determinar el tiempo y las concentraciones de 
sustrato y metales que maximicen esta actividad.  
 
 
La cepa de Pleurotus ostreatus fue obtenida del cepario de microorganismos aislados del 
Laboratorio de Biotecnología de la Universidad Jorge Tadeo Lozano. 
 
Para la conservación de la cepa, se prepararon 50 crio-viales con PDA (Papa Dextrosa Agar) y 
discos de agar colonizados con biomasa fúngica, siguiendo el procedimiento descrito en el Anexo 
C. La conservación se realizó a 4°C. Para reactivación de la cepa, se realizaron sub-cultivos de esta 
en caja petri, con medio MYPA (véase sección 3.3.1), a 28°C por 7 días. 
 
  
El medio de cultivo sólido utilizado para el crecimiento de Pleurotus ostreatus, y para su posterior 
empleo como inóculo del medio líquido, con el cual se realiza el diseño experimental, fue el medio 
MYPA (Malte Yeast Peptone Agar) reportado por Curvetto, N. et al., 2002. La composición de 
este medio se indica en la Tabla 3-1. Las condiciones de cultivo fueron: 28°C, pH 5,5 y 7 días en la 
oscuridad.  
 
Tabla 3-1 Medio de cultivo sólido MYPA 
 
Componente Cantidad (g/L) 
Extracto de malta 20 
Extracto de levadura 2 
Peptona 1 
Agar 20 
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Se evaluaron 3 medios de cultivo a iguales condiciones de proceso: 28°C, pH 5,5, agitación 150 
rpm y 7 días en la oscuridad. La inoculación se realizó adicionando 6 discos de aproximadamente 
0,5 cm de diámetro de agar (medio MYPA) previamente colonizado con biomasa fúngica a 28°C 
por 7 días, a 30 ml de cada medio de cultivo en un matraz de 150 ml. Estos medios se indican en 
las Tablas 3-2 a 3-4. El medio 1 (medio MYPA) corresponde al empleado para cultivo en fase 
sólida (véase sección 3.3.1) con excepción de la adición de agar. Este medio se seleccionó porque 
permite disminuir la etapa inicial de adaptación del hongo, ya que el cultivo en medio sólido 
empleado para inoculación se realiza con los mismos nutrientes que en medio líquido. Los medios 
2 y 3 se seleccionaron porque en estudios previos (Prasad, K. et al., 2005 y Papaspyridi, L. et al., 
2010) se establecieron condiciones óptimas para el cultivo de Pleurotus ostreatus en fermentación 
sumergida, las cuales fueron empleadas como base para definir los medios. 
 
Prasad, K. et al., (2005) mediante la metodología del diseño experimental ortogonal de Taguchi, 
evaluaron 8 factores experimentales con 3 niveles cada uno, empleando como variable de respuesta 
la producción de lacasas. Los resultados de la optimización de las condiciones de cultivo fueron: 
pH 5,5, glucosa 20 g/L, material lignocelulósico (salvado de trigo) 30 g/L, urea 7,5 g/L, inóculo (% 
discos) 10, extracto de levadura 15 g/L, inductor (2,5-xilidina) 1 mM y KH2PO4 2,5 g/L. La 
expresión de lacasas evaluada a condiciones óptimas mostró un incremento de 32,9 % respecto al 
medio sin optimizar. 
 
Papaspyridi, L. et al., (2010) realizaron un estudio de producción de biomasa en fermentación 
sumergida. La metodología empleada fue superficie de respuesta basada en un diseño central 
compuesto. Se analizó el efecto de 8 azúcares como fuente de carbono (fructosa, glucosa, xilosa, 
manosa, maltosa, sacarosa, trehalosa y rafinosa) y de 9 compuestos orgánicos como fuente de 
nitrógeno (asparagina, triptófano, glicina, peptona, licor de maíz, extracto de malta, extracto de 
levadura, hidrolizado de caseína y harina de soya). El mayor rendimiento de biomasa, de 39,3 g/L 
en base seca fue alcanzado a condiciones de 57 g/L de xilosa y 37 g/L de licor de maíz. El medio 
optimizado en este estudio fue empleado como base para establecer el medio de cultivo 3 (Tabla 3-
4), con la diferencia de no suplementar el medio con la fuente de nitrógeno, ya que el objetivo no 
es producción de biomasa, sino de enzimas lignocelulolíticas, y la limitación de fuente de 
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nitrógeno favorece la degradación de lignina (Eriksson, K. et al., 1990; Dix, N. y Webster, J., 
1995). 
 
La variable de respuesta para selección del medio líquido, fue la actividad lacasa, la cual se midió 
por triplicado, de acuerdo al procedimiento descrito en el numeral 3.2.4.  
 
 
Tabla 3-2 Medio de cultivo líquido 1. (ML1) 
 
Componente Cantidad (g/L) 
Extracto de malta 20 
Extracto de levadura 2 
Peptona 1 
 
 
Tabla 3-3 Medio de cultivo líquido 2. (ML2) 
 
Componente Cantidad (g/L) 
Glucosa 20 
Urea 7,5 
Extracto de levadura 15 
KH2PO4 2,5 
 
 
Tabla 3-4 Medio de cultivo líquido 3. (ML3) 
 
Componente Cantidad (g/L) 
Peptona 1 
Extracto de levadura 2 
(NH4)2SO4 5 
K2HPO4 1 
MgSO4.7H2O 0,2 
Xilosa 57 
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Después de seleccionado el medio de cultivo líquido, empleado como base para el diseño del 
medio, con adición de inductores, y con fines comparativos, se varió la fuente de carbono, 
empleando xilosa y glucosa. Igualmente, se analizó el efecto de reemplazar esta fuente de carbono 
por la gramínea forrajera previamente seleccionada como sustrato. 
 
 
Después de seleccionado el medio de cultivo líquido base para la producción de enzimas 
lignocelulolíticas por Pleurotus ostreatus, se planteó un diseño central compuesto con base en la 
metodología de superficie de respuesta utilizando el software Statgraphics Centurion Versión 15-2.  
Este diseño se basa en tratamientos factoriales 2
k
 con 2k combinaciones adicionales llamadas 
puntos axiales y un número determinado de repeticiones en el punto central. Para el presente 
trabajo, la base del diseño experimental fue la siguiente: 
Clase de diseño: superficie de respuesta 
Nombre: diseño central compuesto 
Característica del diseño: rotable 
Número de factores experimentales: 5 
Número de variables de respuesta: 1 
Número de corridas: 30  
Número de bloques: 1 
Repeticiones en el punto central: 4 
  
 
Teniendo en cuenta la influencia de diferentes factores sobre la producción de enzimas 
lignocelulolíticas obtenidas a partir del cultivo de Pleurotus ostreatus en fermentación sumergida, 
y la importancia que tiene la adición de inductores metálicos para incrementar la actividad 
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enzimática del complejo obtenido, se establecieron 5 factores experimentales. Estos factores se 
indican en la Tabla 3-5, con sus respectivos niveles superior e inferior.  
 
La variable tiempo fue seleccionada entre 4 y 8 días, ya que en estudios preliminares, a partir del 
cuarto día se observó crecimiento del hongo en forma de “pellets” y se detectó actividad lacasa, y 
después del día octavo la reología del sistema se torna compleja debido a la gran cantidad de 
“pellets” presentes. 
 
El porcentaje de Panicum maximum se estableció entre 3 y 7% porque en un estudio de 
optimización para el cultivo de Pleurotus ostreatus realizado por Prasad, K. et al., (2005), se 
alcanzó el mayor valor de actividad lacasas con la adición de 3% peso/volumen de material 
lignocelulósico (salvado de trigo). Sin embargo, teniendo en cuenta que en este caso el sustrato es 
diferente, no se considera apropiado tomar este valor de concentración como variable fija. El nivel 
superior (7%) se definió porque en estudios preliminares, éste fue el límite de adición de Panicum 
maximum, ya que con valores superiores, se dificultaba el control de agitación del sistema, el cual 
se tornaba similar al de una fermentación sólida, y no sumergida como es el objetivo. 
 
El efecto de ciertos metales pesados sobre actividades ligninolíticas ha sido estudiado previamente 
(Baldrian, P., 2003). Los niveles de adición de los inductores metálicos (cobre, manganeso y 
cadmio), se establecieron con base en los siguientes antecedentes: 
 
Baldrian, P., et al  (2000) evaluaron la influencia de cadmio y mercurio sobre las actividades 
ligninolíticas y degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) por P. ostreatus, en 
fermentación sólida, encontrando que estos metales afectan las actividades lacasa y manganeso 
peroxidasa (MnP), pero no la degradación de HAP. Se demostró que solamente para los primeros 
días de cultivo hubo influencia significativa del cadmio sobre la actividad lacasa, y con 
concentraciones entre 10 y 100 ppm, esta actividad fue más alta que el control. Palmieri, G. et al., 
(2000), al igual que un estudio realizado por Baldrian, P. y Gabriel, J. (2002), demostraron que 
cobre y cadmio tienen un efecto significativo sobre el incremento de actividad lacasa en cultivos 
líquidos de P. ostreatus. Este último grupo de investigación (2003) evaluó el efecto de la adición 
de 1, 2 y 5mM de Cd(NO3)2 sobre las actividades lignocelulolíticas y degradación de salvado de 
trigo por Pleurotus ostreatus, demostrando mayores actividades de carboximetilcelulasa y lacasa a 
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2 y 5mM respectivamente y disminución de manganeso peroxidasa en todas las concentraciones 
evaluadas. 
 
 
Baldrian, P., et al  (2005), realizaron un estudio de degradación de lignocelulosa con Pleurotus 
ostreatus en presencia y ausencia de cobre, manganeso, plomo y zinc, empleando paja de trigo 
como sustrato, y demostraron que este hongo produce enzimas celulolíticas y hemiceluloliticas. La 
tasa de colonización del sustrato se disminuyó por las altas concentraciones de Cu y Zn (10 ppm) y 
fue significativamente menor en los tratamientos que contenían metales (63-66%) que en el control 
(70%). Sin embargo, la  actividad lacasa se incrementó en presencia de todos los metales, 
principalmente cobre. Respecto a la adición de manganeso, Alemawor, F. et al, (2009), realizaron 
una fermentación sólida por 5 semanas con P. ostreatus sobre cáscara de cocoa y determinaron que 
la adición de MnCl2 0,075% p/p (peso/peso) y el periodo de fermentación favorecen la degradación 
de lignina. 
 
Por otro lado, diferentes autores han reportado resultados similares para la producción de enzimas 
ligninolíticas a partir del cultivo de otros hongos como Phanerochaete chrysosporium, por 
ejemplo, Singhal, V. y Rathore, V. (2001) encontraron que las concentraciones de metales que 
maximizan la producción de LiP (lignino peroxidasa) y MnP se presenta a 18 M de Zn+2 y a 1.2 
M de Cu+2. Kirk, T. et al. (1986) reportaron que la actividad de enzimas ligninolíticas aumenta 
significativamente cuando se adiciona Zn y Cu al medio de cultivo. 
 
Tabla 3-5 Intervalos de análisis de los factores experimentales 
 
Factores experimentales Nivel inferior Nivel superior Unidades 
Cobre 1,5 4,5 mM 
Manganeso 1,5 4,5 mM 
Cadmio 1,5 4,5 mM 
Panicum maximum 3 7 % peso/volumen 
Tiempo 4 8 Días 
 
 
                                                                             Estudio del efecto de enzimas ligninolíticas y celulolíticas 
70                                                                             obtenidas de P. ostreatus sobre una gramínea forrajera 
 
 
Una vez seleccionado el medio base, se suplementó con CuSO4.5H2O, MnSO4.H2O,  
Cd(NO3)2.4H2O y Panicum maximum, en las cantidades necesarias para alcanzar las 
concentraciones requeridas para cada experimento, de acuerdo con el diseño experimental que se 
especifica en el Anexo D. Las condiciones a las que se llevó a cabo cada ensayo fueron iguales a 
las establecidas en la selección del medio de cultivo líquido. 
La variable de respuesta para la producción de enzimas lignocelulolíticas fue la actividad lacasa, 
por ser una de las más representativas dentro del grupo de enzimas ligninolíticas, las cuales se 
producen en mayor proporción que las celulolíticas para el caso de P. ostreatus. Esta actividad se 
midió siguiendo el procedimiento descrito en el numeral 3.2.5. 
Para la obtención del modelo matemático que representa el comportamiento e influencia de los 
factores experimentales (variables independientes) sobre la actividad lacasa, se aplicó un modelo 
cuadrático del tipo descrito en la ecuación 3-1. 
 
  
Donde:  
 
Y = Actividad lacasa 
β0, βi, βii, y βij = Coeficientes de regresión 
Xi a Xj= Factores experimentales 
 
 
Después de realizar los ensayos a condiciones fijas y con el medio de cultivo que maximiza la 
actividad lacasa, se determinó nuevamente y por triplicado dicha actividad con el objetivo de 
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validar la predicción obtenida con el modelo matemático. Igualmente, se determinó la 
concentración de azúcares reductores totales. 
 
 
La actividad de la lacasa (EC 1.10.3.2) se midió registrando el cambio en la absorbancia a 436 nm 
(ξ 436 = 29300 L mol
-1
 cm
-1
) debido a la oxidación de ABTS [ácido 2,2‟ azino-bis-(3 etil 
benzatiazoline sulfato)] en buffer acetato de sodio 60 mM (pH 4,5). El ensayo se realizó 
mezclando 100 µL de buffer, 100 µL de ABTS y 800 µL de muestra a temperatura ambiente. Se 
generó una coloración verde debido a la oxidación del ácido, y el seguimiento de la reacción se 
hizo espectrofotométricamente en un intervalo de 5 minutos.  Una unidad de actividad se define 
como la cantidad de enzima que permite la oxidación de 1 µmol de ABTS por minuto (Tinoco, R. 
et al., 2001). 
 
 
Los azúcares reductores totales se cuantificaron por medio de la técnica de ácido 3,5-dinitro 
salicílico (DNS,) (Miller, G., 1959) a una longitud de onda de 540 nm usando glucosa como 
patrón. El procedimiento detallado se describe en el Anexo E, así como la curva de calibración 
correspondiente. 
 
 
 
El crecimiento fúngico obtenido con los 3 medios de cultivo líquido y la actividad lacasa se 
reportan en la Figura 3-1, y en la Tabla 3-6 respectivamente. 
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Figura 3-1 Crecimiento fúngico obtenido con los 3 medios de cultivo líquido 
 
                 a)   ML1                                   b) ML2                                      c) ML3        
 
Tabla 3-6 Actividad lacasa obtenida con los 3 medios de cultivo líquido 
 
Medio de cultivo Actividad lacasa (U/L) 
ML1 203,4 + 22,3 
ML2 63,9 + 7,6 
ML3 453,2 + 67,9 
 
 
Se observó mayor actividad lacasa en ML3 y un aparente mayor crecimiento fúngico, seguido de 
los medios ML1 y ML2. De acuerdo a los resultados reportados en la Tabla 3-6, la mayor actividad 
se obtuvo con el ML3 (453,2 + 67,9 U/L), y es superior 2,2 y 7,1 veces respecto a las obtenidas 
con los medios ML1 y ML2 respectivamente. Por este motivo, se seleccionó el ML3 para 
emplearlo como medio basal en el diseño experimental. 
 
 
 
Después de seleccionado el ML3 como base para el diseño del medio de cultivo con adición de 
inductores, con fines comparativos, y teniendo en cuenta que la fuente de carbono (57g/L de 
xilosa) es un poco alta respecto a las comúnmente empleadas en medios de cultivo para hongos (de 
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10 a 20 g/L), se decidió evaluar el efecto de variar la fuente de carbono, empleando xilosa, glucosa 
y Panicum maximum en cantidades de 20 g/L cada una. Los otros componentes del ML3 y sus 
concentraciones, así como las condiciones de proceso se mantuvieron constantes. Los resultados de 
la actividad lacasa, medida por triplicado, obtenida bajo estas condiciones se reportan en la Tabla 
3-7.  
Tabla 3-7 Actividad lacasa obtenida variando la fuente de carbono  
 
Fuente de carbono Actividad lacasa (U/L) 
Glucosa 518,4 + 58,1 
Xilosa 421,5 + 67,4 
Panicum maximum ND 
                                      ND: no detectable 
 
De acuerdo con las actividades reportadas en la Tabla 3-7, la fuente de carbono que permite 
alcanzar la mayor actividad lacasa es glucosa, con un incremento de 23 % respecto a la obtenida 
con xilosa. Este resultado es contradictorio al reportado por Papaspyridi, L. et al., (2010), para 
fermentación sumergida con Pleurotus ostreatus, donde se evaluaron 8 fuentes de carbono, entre 
ellas glucosa y xilosa, obteniendo mejores resultados con xilosa. 
 
Respecto al empleo de P. maximum como fuente de carbono, no se detectó actividad lacasa, ni 
producción de biomasa (evaluación cualitativa). Con el objetivo de lograr un crecimiento fúngico 
con la consecuente producción de lacasas, se realizaron ensayos evaluando diferentes variables 
como: concentración de gramínea (20, 40 y 60 g/L), pH (4,5, 5,5 y 6,5), temperatura (25 y 28°C) y 
agitación (100, 150 y 200 rpm); sin embargo, en ningún caso se logró detectar producción de 
biomasa ni actividad enzimática. Este resultado se debe probablemente a que el contenido de Zn de 
Panicum maximum, el cual corresponde a 100 mg/Kg (véase Capítulo 2, Tabla 2-9) es superior al 
de otros sustratos, que han demostrado  un adecuado crecimiento de Pleurotus ostreatus, como es 
el caso de la paja de trigo, la cual según Baldrian, P. et al. (2005) tiene 20 mg/Kg de este metal, lo 
que representa un 80% menos. Teniendo en cuenta que el cultivo de hongos y producción de 
enzimas es muy susceptible a las características y requerimientos específicos de cada cepa, así 
como de la composición del sustrato, es posible que en este caso, se esté generando inhibición 
parcial por Zn. También, es probable que debido al estrés ambiental que se le está causando al 
hongo, al reemplazar totalmente la fuente de carbono por pasto, se generen complicaciones en la 
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etapa inicial de adaptación y se limite o inhiba su crecimiento, y por lo tanto, la producción de 
enzimas. 
 
 
 
Con el objetivo de inducir el crecimiento de Pleurotus ostreatus empleando Panicum maximum 
como fuente de carbono se decidió implementar un modelo de crecimiento diáuxico, el cual se 
caracteriza por la utilización de dos sustratos en el mismo medio de cultivo. En este caso, el 
microorganismo opta por consumir inicialmente el de su preferencia, y posteriormente el segundo 
sustrato. Igualmente, Singh, P. y Pandey, A (2009) afirman que ciertos hongos de podredumbre 
café como: Lentinus lapidus, Poria monticola y Lezites trabea pueden ser cultivados sobre 
sustratos naturales de madera como álamo, pino y abeto, cuando el medio líquido es suplementado 
con glucosa o celobiosa en cantidades inferiores al 0,5% peso/volumen. En el medio no 
suplementado por estos azúcares, el crecimiento de estos hongos puede ser muy bajo, e incluso 
nulo. Un co-metabolito, como glucosa o celulosa, estimula el sistema degradador de lignina en 
hongos de podredumbre blanca como Phanerochaete chrysosporium y Coriolus versicolor. Otros 
suplementos como celobiosa, manosa, xilosa, glicerol o succinato también han sido estudiados para 
el cultivo de estos microorganismos, pero son menos efectivos (Singh, P. y Pandey, A., 2009). 
 
Teniendo en cuenta los fundamentos bioquímicos descritos anteriormente, se optó por adicionar al 
medio de cultivo, glucosa, porque como lo demuestra la Tabla 3-7, fue la fuente de carbono que 
permitió maximizar la producción de lacasas. Este azúcar se adicionó en una concentración de 1 
g/L, lo que corresponde al 5% de la cantidad de glucosa total (20 g/L) empleada al reemplazar la 
fuente de carbono del ML3. Simultaneamente, se preparó un blanco que contenía el mismo medio 
de cultivo (incluyendo 1 g/L de glucosa), pero sin la adición de gramínea, con el fin de evaluar si 
solamente con la adición de glucosa era posible obtener el complejo enzimático. Las condiciones 
de cultivo fueron iguales a las establecidas en el numeral 3.3.1 (selección del medio de cultivo 
líquido). La determinación de lacasas se realizó por triplicado en los medios de cultivo evaluados. 
 
Los resultados obtenidos con la adición de glucosa fueron: 134,2 + 18,7 U/L para el medio sin 
adición de gramínea, y 928,3 + 102,1 U/L para el medio con adición de gramínea (20 g/L). Este 
incremento en la actividad de 6,92 veces demuestra que la adición de este material lignocelulósico 
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tiene efecto sobre la producción de lacasas, posiblemente debido a que la lignina presente en el 
sustrato induce la actividad ligninolítica, en este caso lacasa. Por lo tanto, se plantea la adición de 1 
g/L de glucosa como inductor de crecimiento y producción de enzimas lacasas a partir del cultivo 
sumergido de Pleurotus ostreatus. 
 
Con la adición de 1 g/L de glucosa y 20 g/L de Panicum maximum se obtuvo un crecimiento 
fúngico expresado en forma de “pellets”, de aproximadamente 1,5 mm de diámetro (véase Figura 
3-6), aparentemente inferior respecto al obtenido con los medios de cultivo sin adición de P. 
maximum. Este resultado probablemente favoreció la producción de lacasas, de acuerdo a lo 
reportado por Ha, H. et al. (2001). Estos autores demostraron que la formación de “pellets” de 1-2 
mm de diámetro fue esencial para la producción de MnP y lacasa, y que estas actividades fueron 
superiores respecto a las obtenidas con un cultivo donde el diámetro de los “pellets” formados fue 
de 5-10 mm.  
 
La producción de enzimas y metabolitos es mejorada por la formación de “pellets” de menor 
tamaño, sin embargo, su mecanismo bioquímico no ha sido clarificado (Ha, H. et al., 2001). Es 
posible que se facilite la transferencia de oxígeno en los “pellets” de menor tamaño, ya que con un 
diámetro superior, muy poco oxígeno alcanza el interior del “pellet”, y por lo tanto, su respiración 
y metabolismo de fuentes de carbono son menores. El incremento de la actividad metabólica 
podría mejorar la producción enzimática. 
 
Figura 3-2 Crecimiento de Pleurotus ostreatus en forma de “pellets” 
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Teniendo en cuenta los resultados de la selección del medio líquido, y de la implementación de un 
modelo de crecimiento diáuxico para Pleurotus ostreatus, se definió el medio basal, que se reporta 
en la Tabla 3-8. Este medio fue suplementado por los inductores metálicos, y analizado bajo las 
condiciones establecidas en el diseño experimental. Los resultados de este diseño se presentan en 
la Tabla 3-9, junto con las especificaciones de los factores experimentales. 
 
Tabla 3-8 Medio basal empleado en el diseño experimental para maximizar la actividad lacasa 
 
Componente Cantidad (g/L) 
Peptona 1 
Extracto de levadura 2 
(NH4)2SO4 5 
K2HPO4 1 
MgSO4.7H2O 0,2 
Glucosa 1 
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Tabla 3-9 Actividad lacasa obtenida mediante el diseño experimental  
 
Ensayo 
Cobre             
(mM) 
Manganeso 
(mM) 
Cadmio 
(mM) 
Gramínea 
% (p/v) 
Tiempo 
(días) 
Actividad 
lacasa (U/L) 
1 4,5 1,5 1,5 3 4 1259,4 
2 1,5 4,5 1,5 3 4 179,8 
3 1,5 1,5 4,5 7 10 121,8 
4 6 3 3 5 7 1095,6 
5 3 3 3 5 7 726,3 
6 3 0 3 5 7 181,7 
7 4,5 4,5 1,5 7 4 3,1 
8 1,5 1,5 1,5 3 10 29,7 
9 3 3 6 5 7 271,3 
10 3 3 0 5 7 112,4 
11 3 3 3 9 7 204,3 
12 4,5 1,5 1,5 7 10 1223,5 
13 4,5 4,5 4,5 7 10 1313,1 
14 4,5 1,5 4,5 7 4 30,7 
15 4,5 4,5 4,5 3 4 506,8 
16 3 3 3 5 7 750,0 
17 1,5 4,5 4,5 3 10 436,6 
18 3 6 3 5 7 281,3 
19 3 3 3 1 7 28,4 
20 4,5 4,5 1,5 3 10 138,5 
21 0 3 3 5 7 203,6 
22 1,5 1,5 4,5 3 4 161,8 
23 3 3 3 5 13 92,2 
24 3 3 3 5 7 739,8 
25 3 3 3 5 1 0,0 
26 1,5 1,5 1,5 7 4 54,8 
27 1,5 4,5 1,5 7 10 1034,1 
28 1,5 4,5 4,5 7 4 153,6 
29 4,5 1,5 4,5 3 10 993,5 
30 3 3 3 5 7 722,7 
 
 
El análisis de varianza (ANOVA) se presenta en la Tabla 3-10. De acuerdo con este análisis, de los 
cinco factores experimentales evaluados, el tiempo y el cobre, tuvieron valores de p menores que 
0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95%. 
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La actividad lacasa no fue afectada por manganeso, cadmio y % de gramínea (p>0,05); sin 
embargo, para el caso de manganeso, es muy probable que si haya tenido efecto sobre la actividad 
manganeso peroxidasa, y por lo tanto, contribuya al proceso de degradación de lignina presente en 
el sustrato. 
 
Con el análisis de varianza, los datos experimentales (Tabla 3-9) se ajustaron a un R
2
 de 87.15%, 
como se observa en la Figura 3-3. La ecuación 3-2 corresponde al modelo matemático de segundo 
orden que representa este ajuste experimental. 
 
Y = 870.295 + 219.356 X1- 147.69 X2 - 51.0969 X3 - 77.8861 X4- 133.705 X5 
 + 21.8672 X1^2 - 82.8226 X1 X2+ 17.9007 X1 X3 - 18.4191 X1 X4 + 11.06 X1 X5                   (3-2) 
- 24.5848 X2^2 + 64.2851 X2 X3 + 46.9953 X2 X4 + 16.9029 X2 X5 - 28.9918 X3^2  
 - 24.7396 X3 X4 + 15.0461 X3 X5 - 21.0286 X4^2 + 41.2507 X4 X5 - 11.2978 X5^2 
 
Donde: 
 
Y= Actividad lacasa (U/L) 
X1= Cobre (mM) 
X2= Manganeso (mM) 
X3= Cadmio (mM) 
X4= % de gramínea (p/v) 
X5= Tiempo (días)  
 
Tabla 3-10 Análisis de varianza para la actividad lacasa 
 
Variable de estudio Valor p 
Cobre 0,005 
Manganeso 0,949 
Cadmio 0,936 
% Gramínea 0,680 
Tiempo 0,047 
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Figura 3-3 Gráfico de probabilidad normal para la actividad lacasa 
 
 
La Figura 3-4 corresponde al diagrama de Pareto, donde se puede observar que los 5 factores 
experimentales evaluados tienen un efecto positivo sobre la actividad lacasas. En la Figura 3-5 se 
evidencia que el factor que tuvo mayor incidencia fue el cobre, seguido del tiempo, encontrándose 
una relación ascendente entre estos factores y la variable de respuesta, mientras que los factores 
manganeso, cadmio y % gramínea no tuvieron una incidencia importante. Teniendo en cuenta que 
el factor cobre tiene un efecto positivo con un valor p menor que 0,05, la adición de este inductor 
favorece la actividad lacasa. Este resultado concuerda con lo reportado por Baldrian, P., et al  
(2005), donde se analizó el efecto de cobre, manganeso, plomo y zinc, sobre la degradación de 
lignocelulosa por Pleurotus ostreatus, y se demostró que la  actividad lacasa se incrementó en 
presencia de estos metales, principalmente cobre.  
 
Figura 3-4 Diagrama de Pareto del efecto estandarizado de las variables de estudio sobre la 
actividad lacasa 
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Figura 3-5 Efectos principales de las variables de estudio sobre la actividad lacasa 
 
 
 
La Figura 3-6 muestra el efecto de los factores experimentales (cobre y tiempo) que tienen efecto 
significativo sobre la actividad lacasa. La superficie de respuesta tiene un punto máximo, que 
corresponde a la combinación de los factores cobre y tiempo que maximizan la actividad lacasa. 
Los valores son 6,0 mM de cobre y 9,6 días. Igualmente, al observar esta figura se evidencia, que 
en el caso del cobre, no se alcanzó un punto óptimo para maximizar la variable de respuesta, 
aunque se encontró un punto máximo en 6,0 mM. Según el modelo ajustado, se puede inferir que 
en el diseño experimental planteado no se cubrió un intervalo adecuado de concentración de cobre, 
ya que la tendencia de la actividad lacasa siempre fue creciente en las condiciones evaluadas (0 a 6 
mM). Es posible que con valores mayores al nivel superior del intervalo de estudio, se obtengan 
mejores resultados. 
 
El efecto significativo del cobre concuerda con lo reportado por Baldrian, P., et al  (2005), donde 
este metal fue el que tuvo mayor efecto sobre la actividad lacasa, entre los metales estudiados 
(cobre, manganeso, plomo y zinc). Un efecto similar también ha sido reportado por otros autores 
para este metal (Palmieri, G. et al., 2000, Baldrian, P. y Gabriel, J., 2002). Respecto a la adición de 
cadmio, los resultados presentan la misma tendencia que estudios realizados por Baldrian, P., et al  
2000, Palmieri, G. et al., 2000, Baldrian, P. y Gabriel, J., 2002 y 2003. Sin embargo, en este caso, 
el efecto fue positivo pero no significativo sobre la variable de interés. El mismo comportamiento 
se presentó con la adición de manganeso, siendo acorde con resultados reportados por otros autores 
( Giardina, P. et al., 1999; Baldrian, P. et al., 2005; Stajić, M.  et al., 2006; Alemawor, F. et al., 
2009; Lu, X. y Ding, S., 2010). 
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Figura 3-6 Efecto de la concentración de cobre y el tiempo sobre la actividad lacasa  
con manganeso 3,5E-08 mM, cadmio 2,3 mM y gramínea 5,2%p/v.  
a) Superficie de respuesta b) Diagrama de contornos 
 
 
a) 
 
b) 
En la Tabla 3-11 se presentan los valores correspondientes a los 5 factores experimentales 
evaluados que maximizan la actividad lacasa. La actividad máxima estimada por el modelo 
matemático (Ecuación 3-2) fue de 1806,9 U/L. 
 
Tabla 3-11 Factores experimentales que permiten maximizar la actividad lacasa 
 
Factores experimentales Nivel inferior Nivel superior Óptimo 
Cobre (mM) 0,0 6,0 6,0 
Manganeso (mM) 0,0 6,0 3,50E-08 
Cadmio (mM) 0,0 6,0 2,3 
Gramínea (%p/v) 1,0 9,0 5,2 
Tiempo (días) 1,0 13,0 9,6 
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La actividad lacasa y la concentración de azúcares reductores totales obtenidas bajo las 
condiciones reportadas en la Tabla 3-11 fueron de 1553,7 + 154,9 U/L  y 0,41 + 0,03 g/L 
respectivamente. 
 
La actividad lacasa obtenida experimentalmente fue 14% más baja que la estimada por el modelo 
matemático, lo cual se explica teniendo en cuenta que este modelo tiene un R
2
 de 87,15%. 
 
Para la determinación de esta actividad existen diferentes sustratos, sin embargo, los más comunes 
son ABTS, dimetilsulfóxido y siringaldazina. Para efectos comparativos, se tuvieron en cuenta 
investigaciones que emplearon ABTS y lacasas producidas a partir del cultivo de Pleurotus 
ostreatus. 
 
Hou, H. et al., (2004) estudiaron el efecto de Cu+2 (1 mM) y ABTS (1 mM) como inductores de 
actividad lacasa, y su uso para la decoloración de antraquinona, mediante fermentación sumergida 
con Pleurotus ostreatus y un medio sintético. Ambos inductores tuvieron un efecto positivo sobre 
dicha actividad, la cual, en el extracto crudo presentó un valor de 30000 U/L en 15 días de cultivo, 
y una productividad volumétrica de 83,3 U/L/h. Shah, V. et al., (2006) analizaron la influencia de 
la adición de dimetilsulfóxido sobre la producción de enzimas extracelulares, el cual tuvo un efecto 
positivo en la actividad lacasa. Esta actividad fue determinada empleando un medio sintético más 
dimetilsulfóxido. El máximo valor alcanzado a los 24 días fue de 68 U/L, lo que corresponde a una 
productividad de 0,12 U/L/h. Por otro lado, Valášková, V. y Baldrian, P. (2006) evaluaron la 
producción de lacasas empleando como sustrato un medio sintético y un periodo de 30 días en 
fermentación sumergida. La actividad lacasa fue de 17,3 U/L y la productividad de 0,02 U/L/h.  
 
En el presente trabajo, la actividad lacasa obtenida bajo las condiciones de la Tabla 3-11, 
aproximando el tiempo a 230 horas, fue de 1553,7 U/L, correspondiente a una productividad de 6,7 
U/L/h. Estos resultados son inferiores 12,4 veces respecto a los reportados por Hou, H. et al., 2004; 
sin embargo, son superiores 55,8 y 335 veces con relación a Shah, V. et al., 2006 y Valášková, V. 
y Baldrian, P., 2006 respectivamente, probablemente porque la lignina presente (11,06%) en 
Panicum maximum, así como el cobre biodisponible en este material, más el adicionado al medio 
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de cultivo (6,0 mM) actuaron como inductores de la actividad lacasa, debido a un efecto sinérgico 
entre este metal y la lignina, como se reportó en un estudio reciente realizado por Tinoco, R. et 
al.,(2011). 
 
Los resultados alcanzados en esta investigación, permiten afirmar que el empleo de Panicum 
maximum suplementado con una cantidad mínima de glucosa como sustrato, pueden competir con 
medios sintéticos comúnmente empleados para la producción de lacasas. 
 
Respecto a la concentración de azúcares reductores obtenida (0,41 g/L), ésta es inferior a la 
reportada por El-Gammal, A. et al., (1998) para fermentación en estado sólido con bagazo de caña 
como sustrato. En un periodo de 8 semanas alcanzaron concentraciones de 15,6 y 6 g/L mediante 
el cultivo de Phanerochaete chrysosporium y Coriolus versicolor respectivamente. La 
concentración de azúcares obtenida se debe probablemente a la baja actividad celulolítica 
producida en el complejo enzimático. Este resultado es favorable, cuando el objetivo es la 
aplicación de este complejo para degradar la lignina presente en determinados materiales, sin que 
haya pérdida de la celulosa presente en ellos, por ejemplo en el caso de la industria del papel, la 
deslignificación de residuos destinados a la alimentación animal, y en general, en procesos que 
empleen la celulosa como materia prima para la obtención de productos químicos. 
 
 
 
La producción de un complejo enzimático a partir del cultivo de Pleurotus ostreatus en 
fermentación sumergida, no fue posible empleando solamente Panicum maximum  como fuente de 
carbono; sin embargo con la implementación de un modelo de crecimiento diáuxico mediante la 
adición de 1 g/L de glucosa al medio de cultivo, se obtuvo un crecimiento fúngico en forma de 
“pellets” y una consecuente producción de lacasas. 
 
La adición de P. maximum al medio basal empleado para la producción del complejo 
lignocelulolítico por P. ostreatus incrementó la actividad lacasa 6,92 veces respecto al medio sin 
adición de este material, lo que demuestra que su presencia tiene un efecto inductor sobre la 
producción de lacasas. 
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En la definición del medio de cultivo para la producción de enzimas lignocelulolíticas con P. 
ostreatus, los 5 factores experimentales tuvieron un efecto positivo sobre la actividad lacasa; sin 
embargo, los que tuvieron un efecto significativo, con valores p menores que 0,05 fueron el tiempo 
y el cobre.  
 
El ajuste experimental de las variables de estudios sobre la actividad lacasa fue de 87,15%, y las 
condiciones que permitieron maximizar esta actividad fueron: cobre 6,0 mM, manganeso 3,50E-08 
mM, cadmio 2,3 mM, gramínea 5,2%p/v y tiempo 9,6 días. 
 
La actividad lacasa obtenida bajo condiciones que maximizaron la actividad lacasa fue de 1553,7 
U/L, correspondiente a una productividad de 6,7 U/L/h. Estos valores son mucho mayores que los 
reportados por algunos autores, debido al efecto sinérgico entre el cobre adicionado al medio de 
cultivo y la lignina presente en Panicum maximum. Los resultados alcanzados en el presente 
trabajo, permiten afirmar que el empleo de esta gramínea suplementada con 1 g/L de glucosa como 
sustratos, pueden competir con medios sintéticos comúnmente empleados para la producción de 
lacasas.  
 
 
 
  
 
 
 
El escalado de procesos de obtención de enzimas lignocelulolíticas y degradación de diferentes 
sustratos es de gran importancia a nivel industrial, ya que en el campo biotecnológico, la 
investigación de este tema se ha enfocado al análisis a nivel laboratorio, pero son pocos los 
trabajos reportados en  reactor o planta piloto. En el capítulo 3 se presentó el diseño del medio de 
cultivo de Pleurotus ostreatus para maximizar la actividad lacasa a nivel matraz. En este capítulo 
se presenta la metodología y análisis en biorreactor del extracto crudo obtenido con el medio de 
cultivo diseñado previamente, y su efecto sobre la degradación de Panicum maximum. 
La producción del complejo enzimático, se realizó en un reactor de 3 L de capacidad, bajo las 
condiciones establecidas en  matraz, con el objetivo de determinar el día en el que se maximiza la 
actividad lacasa y comparar las actividades obtenidas en ambos casos. Los resultados alcanzados 
en este estudio pueden brindar información importante en un futuro escalado del proceso. 
Igualmente, se realizó la caracterización del complejo enzimático obtenido en cuanto a actividades 
ligninolíticas, celulolíticas, azúcares reductores y algunos compuestos presentes como derivados de 
furano y compuestos fenólicos. Finalmente, se evaluó el efecto del complejo obtenido sobre la 
degradación de P. maximum mediante análisis cualitativo por microscopía electrónica de barrido, y 
cuantitativo por determinación del grado de deslignificación e hidrólisis de celulosa y 
hemicelulosa. 
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Inicialmente se realizó el montaje del sistema de biorreacción, como se indica en la Figura 4-1. Se 
empleó un reactor de vidrio enchaquetado, de 3L de capacidad, un motor de turbina Rushton con 
un agitador de 4 álabes, un baño térmico Julabo F12, un difusor de aire con 12 agujeros de 
aproximadamente 1 mm en la parte inferior y 4 deflectores.   
 
El medio de cultivo (1,35L) se preparó mezclando los componentes establecidos en el medio basal 
(véase capítulo 3, Tabla 3-9) con las concentraciones de metales y gramínea, que permitieron 
maximizar la actividad lacasa a nivel matraz (CuSO4.5H2O 6 mM, Cd(NO3)2.4H2O 2,3 mM y 
gramínea 5,2 %p/v). Se ajustó el pH a 5,5 por adición de HCl 0,1N, se esterilizó el reactor a 121°C 
por 15 minutos. Posteriormente, se adicionó 150 ml de inóculo previamente preparado bajo las 
condiciones establecidas en matraz después de 5 días de crecimiento. Las condiciones de cultivo 
fueron 400 + 20 rpm, 28°C en oscuridad, 9 días, y flujo de aire de 2 vvm. Este valor de aireación 
fue seleccionado porque en un estudio previo aún no publicado, dentro del grupo de investigación 
Procesos Químicos y Bioquímicos de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá, 
Quevedo, B., (2011) después de evaluar el proceso de degradación de residuos de crisantemo en 
biorreactor, y obtener un complejo lignocelulolítico con Pleurotus ostreatus evaluando los niveles 
de aireación de 0, 1 y 2 vvm, la actividad lacasa aumentó 3,1 veces al cambiar de 0 vvm a 2 vvm. 
La actividad obtenida a 2 vvm fue de 4693 U/L. 
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Figura 4-1 Montaje de cultivo de Pleurotus ostreatus a nivel biorreactor 
 
 
Donde: 
A: motor de turbina Rushton 
B: entrada de aire 
C: punto de muestreo 
D: biorreactor de vidrio enchaquetado 
E: humidificador 
F: rotámetro 
G: bomba 
H: baño termostatado 
 
Después de realizado el cultivo  y obtención del complejo enzimático de Pleurotus ostreatus bajo 
las condiciones que se especifican en el numeral anterior, y con el fin de analizar  el 
comportamiento de la actividad lacasa con el tiempo y establecer el día en el que se maximiza esta 
actividad, se realizó un análisis cinético determinando esta variable de interés.  
 
A 
B 
 
C 
D 
E 
F 
G 
H 
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Inicialmente, se tomó una muestra representativa de medio de cultivo cada 24 horas por 9 días, y se 
centrifugó a 6000 rpm en una microcentrífuga Dominique Dutscher por 15 minutos. La fracción 
líquida, se filtró a través de una membrana Millipore 0,45 µm y se determinó por triplicado la 
actividad lacasa de acuerdo al procedimiento experimental descrito en el capítulo 3, numeral 3.2.3.  
Con el objetivo de verificar reproducibilidad en el proceso, se realizó una réplica bajo las mismas 
condiciones establecidas en el biorreactor. Finalmente, se seleccionó el día que permitió maximizar 
la actividad lacasa. El extracto enzimático obtenido en este día, fue el que se empleó para 
analizarlo en cuanto a actividades enzimáticas, azúcares y compuestos de interés, como derivados 
de furano y fenólicos. 
 
 
 
Dentro de las enzimas requeridas para la degradación de lignina se encuentran: lacasa, manganeso 
peroxidasa (MnP), lignina peroxidasa (LiP), veratril alcohol oxidasa, aril alcohol deshidrogenasa, 
aromático ácido reductasa, dioxigenasa, catalasa, quinona oxidorreductasa, aromático aldehído 
oxidasa y glioxal oxidasa. Sin embargo, las de mayor interés investigativo son lacasa, MnP y LiP, 
porque son las que degradan la mayor parte de la lignina (Niladevi, K., 2009). Estas 3 enzimas 
pueden ser obtenidas a partir del cultivo de hongos de podredumbre blanca. En el caso de 
Pleurotus ostreatus, estudios previos (Kofujita, H. et al., 1991; Hatakka, A., 1994;  Palmieri, G. et 
al., 2005 y Santoyo, F. et al., 2008) demostraron que produce lacasa y MnP pero no LiP. Por este 
motivo, en este trabajo no se evaluó LiP. 
 
 
Esta actividad (EC 1.10.3.2) se determinó de acuerdo al procedimiento experimental descrito en el 
capítulo 3, numeral 3.2.3. 
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 
La actividad MnP (E.C. 1.11.1.13) se determinó registrando el cambio de absorbancia a 468 nm (ξ
468 =  49600 M
-1
 cm
-1
). El ensayo se realizó mezclando 450 µL de extracto enzimático, 500 µL de 
DMP 10 mM en buffer acetato de sodio 100 mM, (pH 5), 50 µL de sulfato de manganeso 0.4 mM 
y 30 µL de peróxido de hidrógeno 22 mM a temperatura ambiente. Se generó una coloración 
naranja debido a la oxidación del DMP, y el seguimiento de la reacción se hizo 
espectrofotométricamente en un intervalo de 5 minutos. Una unidad de actividad se define como la 
cantidad de enzima que permite la oxidación de 1 µmol de 2,6 DMP  por minuto (Santoyo, F. et 
al., 2008, modificada por Quevedo, B., 2011).  
 
 
 
Se determinó adicionando 1 mL del complejo enzimático crudo a 1 mL de buffer citrato de sodio 
0,05 M, pH 5, que contenía 2% (p/v) de celulosa microcristalina en polvo. La reacción fue 
incubada a 40°C durante 60 minutos. Posteriormente, se detuvo la reacción mediante ebullición en 
agua por 5 minutos y enfriamiento en hielo 5 minutos. La cantidad de azúcares reductores en 
términos de equivalentes de glucosa, se determinó por la técnica de DNS (Miller, G., 1959). Una 
unidad de actividad celulasa se define como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 µmol de 
azúcares reductores por minuto. 
 
 
 
Se determinó siguiendo el mismo procedimiento para la actividad celulasa, pero en este caso 
usando carboximetilcelulosa como sustrato. Una unidad de CMCasa se define como la cantidad de 
enzima capaz de liberar 1 µmol de azúcares reductores equivalentes a glucosa por minuto. 
 
 
 
Los azucares reductores totales se cuantificaron por triplicado por medio de la técnica de DNS 
(Miller, G., 1959) a una longitud de onda de 540 nm usando glucosa como patrón (véase Capítulo 
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3, Anexo E), y los azúcares individuales por cromatografía líquida de alta eficiencia (HP 
LC) usando una columna Aminex HPX-87H marca Biorad, y un detector de índice de refracción. 
La fase móvil fue ácido sulfúrico 5 mM, a un flujo de 0,6 ml/min, de volumen de inyección 20 µL 
y temperatura de la columna de 65°C. Los azúcares, empleados como patrones, fueron: glucosa, 
xilosa, celobiosa y arabinosa. La cuantificación se realizó por área. 
 
 
Con el objetivo de tener un mayor conocimiento del complejo enzimático obtenido en el 
biorreactor, se cuantificaron compuestos fenólicos (ácido 4-hidroxibenzoico, 4-
hidroxibenzaldehido, ácido vainillínico, ácido siríngico, vainillina, siringaldehído, ácido p-
cumárico y ácido ferúlico)  y derivados de furanos (furfural y 5-hidroximetilfurfural).  
La determinación de estos compuestos se realizó por HPLC usando una columna Chromolith C18 
marca Merck, un detector UV a una longitud de onda de 270 nm. La fase móvil fue agua 89%, 
ácido acético al 1%, 7% y metanol 4%, a un flujo de 2 ml/min, volumen de inyección 20 µL y 
temperatura de la columna de 30°C. La verificación de la presencia de los compuestos analizados 
se realizó por adición de patrón, y la cuantificación por área. 
 
 
Después de determinar las condiciones que maximizan la actividad lacasa, se realizó el mismo 
procedimiento descrito en el numeral 4.2.1 por un periodo de 5 días, que fue el tiempo en el que se 
obtuvo mayor actividad enzimática (véase numeral 4.3.1). El extracto enzimático obtenido se 
separó a través de un papel filtro cualitativo boeco de 65 g/m
2
. 
 
Con el objetivo de estudiar el efecto del extracto enzimático sobre Panicum maximum y evaluar la 
degradación de este sustrato, se procedió a adecuar un sistema de reacción, como se indica en la 
Figura 4-2. Se adecuaron 2 reactores enchaquetados de 500 ml, con motores de turbina Rushton y 
un baño termostatado Julabo F12. El sustrato se adicionó en una concentración de 5% (p/v) a 250 
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ml de extracto enzimático. Las condiciones de reacción fueron: pH 5, temperatura 30°C, agitación 
150 + 5 rpm y tiempo 48 horas. Posteriormente, se separaron las fracciones sólida y líquida por 
filtración a través de papel filtro cualitativo boeco de 65g/m
2
. La fracción sólida se secó a 60°C por 
48 horas y se almacenó en bolsas de polietileno a temperatura ambiente para la evaluación final del 
proceso de degradación. 
 
Figura 4-2 Montaje del proceso de degradación de Panicum maximum por el complejo enzimático 
de P. ostreatus  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Donde: 
A1 y A2: motores de turbina Rushton 
B1 y B2: reactores de vidrio enchaquetados 
C: baño termostatado 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A1 
A2 
 
B1 B2 
C 
                                                                             Estudio del efecto de enzimas ligninolíticas y celulolíticas 
92                                                                             obtenidas de P. ostreatus sobre una gramínea forrajera 
 
 
La determinación de FDN, FDA, celulosa, hemicelulosa y lignina se determinaron por duplicado, 
siguiendo los procedimientos experimentales descritos en el Capítulo 2, numeral 2.2.2. 
 
El grado de deslignificación se calculó de acuerdo a la ecuación 4-1, y los porcentajes de celulosa 
y hemicelulosa hidrolizados, de acuerdo a las ecuaciones 4-2 y 4-3 respectivamente. Los términos 
inicial y final corresponden a los contenidos antes y después del proceso de degradación del 
sustrato por parte del complejo enzimático de Pleurotus ostreatus. 
 
 
                                   
                               
                 
                                           (4-1) 
             
 
                             
                                 
                  
                                              (4-2) 
             
 
                                  
                                         
                      
                      (4-3) 
 
 
Las características morfológicas de la pared celular vegetal de P. maximum en condiciones 
iniciales y después de ser sometido al proceso de degradación, se analizaron de manera cualitativa 
con un microscopio electrónico FEI Quanta 200 con filamento de tungsteno. Este análisis fue 
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realizado por el Laboratorio de Microscopía Electrónica de Barrido, de la Unidad de Equipos Inter-
facultades (CEIF) de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá. 
 
La actividad lacasa promedio para las dos réplicas (cada una medida por triplicado) en función del 
tiempo se presenta en la Figura 4-3. Se puede observar un comportamiento creciente entre los días 
1 y 5, siendo más pronunciado a partir del día 3. Este comportamiento se explica por el hecho de 
que en los primeros días se dá la etapa de adaptación del hongo a las nuevas condiciones de 
reacción, y se inicia el crecimiento fúngico, que es seguido de la producción de enzimas 
extracelulares. La mayor actividad lacasa se alcanzó en el día 5, con un valor de 3819,2 + 621,3 
U/L y una productividad de 31,8 U/L/h. A partir de este día, se puede apreciar una disminución en 
la actividad, principalmente a partir del día 7. Este comportamiento se debe posiblemente a pérdida 
de estabilidad y desnaturalización enzimática. 
 
Teniendo en cuenta que la mayor actividad lacasa se alcanzó en el día 5, se seleccionó este día para 
producción y caracterización del complejo enzimático, que finalmente fue puesto en contacto 
directo con Panicum maximum para evaluar su efecto sobre este sustrato. 
 
Al realizar un análisis comparativo con los resultados obtenidos a nivel matraz: actividad lacasa de 
1553,7 + 154,9 U/L y productividad de 6,7 U/L/h, se puede apreciar un incremento de 2,5 y 4,7 
veces en la actividad y productividad de lacasas respectivamente. Este incremento, bastante 
significativo, principalmente el de productividad, se debe al cambio de condiciones, al realizar el 
cambio del proceso en matraz a biorreator. Los factores que presentan mayor diferencia entre los 
dos procesos son la aireación de 2 vvm y la agitación del sistema de 400 rpm, para el caso de 
biorreactor. Probablemente, la presencia de 2 vvm de aireación suministrados favoreció el 
crecimiento y producción de enzimas por parte de P. ostreatus, ya que este es un hongo aerobio. 
Igualmente, es posible que al cambiar el tipo de agitación, e incrementar su valor (de 150 rpm en 
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matraz a 400 rpm en biorreactor, con una turbina tipo Rushton) se disminuyeron la cantidad de 
enzimas adsorbidas al sustrato, y por lo tanto, la actividad del complejo enzimático fue superior. 
 
Figura 4-3 Cinética de la actividad lacasa del complejo enzimático de P. ostreatus  
 
 
Las actividades ligninolíticas y celulolíticas fueron medidas por triplicado y se reportan en la Tabla 
4-1. 
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Tabla 4-1 Actividades ligninolíticas y celulolíticas del complejo enzimático de P. ostreatus 
 
Actividad enzimática Valor (U/L) 
Lacasa 3828,7 + 348,3 
MnP 410,1 + 45,7 
Celulasa 0,11 + 0,01 
CMCasa 1,9 + 0,2 
 
 
La producción de complejos enzimáticos a partir del cultivo de basidiomicetos como Pleurotus 
ostreatus generalmente requiere tiempos prolongados, tanto en fermentación sólida como líquida. 
En el caso de cultivo líquido, Hou, H. et al. (2004) obtuvieron un complejo lignocelulolítico en 15 
días, Valášková, V. y Baldrian, P. (2006) en 30 días, Shah, V. et al. (2006) en 24 días, Téllez-
Téllez, M. et al. (2008) en 19 días, y Tlecuitl-Beristain, S. et al. (2008) en 18 días. En el presente 
trabajo, el complejo enzimático, cuyas actividades se indican en la Tabla 4-1, se obtuvo en 5 días, 
lo cual representa una ventaja respecto a las investigaciones anteriormente referidas, ya que 
incrementa la productividad enzimática. 
 
Hou, H. et al. (2004) mediante fermentación sumergida con Pleurotus ostreatus y un medio 
sintético, obtuvieron una actividad lacasa de 30000 U/L en 15 días de cultivo, y una productividad 
de 83,3 U/L/h. Shah, V. et al., (2006) evaluaron la producción de lacasas a partir de fermentación 
sumergida de Pleurotus ostreatus empleando un medio sintético más dimetilsulfóxido como 
sustrato. El valor  alcanzado a los 24 días fue de 68 U/L, lo que corresponde a una productividad 
volumétrica de la enzima de 0,12 U/L/h. En una investigación similar, en cuanto a condiciones de 
cultivo y empleo de un sustrato sintético, Valášková, V. y Baldrian, P. (2006) reportaron una 
actividad lacasa de 17,3 U/L y productividad de 0,02 U/L/h a los 30 días de fermentación.  
 
En el presente trabajo, la actividad lacasa obtenida a nivel biorreactor (véase Tabla 4-1) fue de 
3828,7 U/L, correspondiente a una productividad de 31,9 U/L/h, inferior 2,6 veces con relación a 
la obtenida por Hou, H. et al. (2004); sin embargo, superior 265,8 veces respecto a la reportada por 
Shah, V. et al., 2006 y 1595 veces con relación a Valášková, V. y Baldrian, P., 2006. Posibles 
razones de este resultado son la aireación suministrada de 2 vvm y el nivel de agitación, los cuales 
pudieron favorecer el crecimiento de P. ostreatus y su producción de enzimas, al igual que la 
lignina presente (11,06%) en Panicum maximum, el cobre biodisponible de esta gramínea y el 
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presente en el medio de cultivo (6,0 mM), los cuales posiblemente actuaron como inductores de la 
actividad lacasa. 
 
Para efectos comparativos con la producción de lacasas en matraz, la actividad y su productividad 
volumétrica fueron 2,5 y 4,8 veces superiores respectivamente, con una formación de “pellets” de 
tamaño aparentemente inferior, lo que según Ha, H. et al. (2001) incrementa la actividad de 
enzimas ligninolíticas como lacasa y MnP. Este comportamiento probablemente se debe a que en 
fermentación sumergida de microorganismos filamentosos, el tamaño del “pellet” y la morfología 
son grandemente afectados por la agitación. El tamaño promedio disminuye fuertemente con el 
incremento en la tasa de aireación (Gottschalk, L., 2003). La mayor actividad lacasa en biorreactor 
se explica porque es posible que los niveles de aireación y agitación favorecieron su producción. 
Estas variables tienen un efecto muy importante sobre la producción de enzimas ligninolíticas y 
hemicelulolíticas por diferentes microorganismos, como se ha reportado en las siguientes 
investigaciones: 
 En cuanto a la producción de enzimas ligninolíticas, Yoshiyama, M. y Itoh, Y., (1994) evaluaron 
el efecto de la aireación, agitación y el pH sobre la producción de polifenol oxidasa por Coriolus 
versicolor, obteniendo la mayor actividad de 10,5 U/ml, a 0,5 vvm, 400 rpm y pH 4,0 en 7 días de 
cultivo. Koroleva, O. et al., (2002) estudiaron diferentes niveles de agitación (140, 160, 180 y 200 
rpm) y aireación (0,5, 0,88, 1,0 y 1,5 vvm) sobre la producción de lacasa a partir de fermentación 
sumergida de Coriolus hirsutus. Las condiciones que maximizaron la actividad, con un valor de 
80+ 3 U/ml, fueron 160 rpm y 0,8 vvm. Gottschalk, L., et al., (2003) evaluaron el efecto de la 
aireación y agitación sobre la producción de LiP por Streptomyces viridosporus. Los niveles de 
aireación evaluados fueron 0,3 1,0 y 1,5 vvm con una agitación fija de 200 rpm y agitación de 200, 
300, 400 y 500 rpm a 1 vvm. La mayor actividad enzimática, de 180 U/L, se obtuvo a 1 vvm y 400 
rpm. Esta actividad fue superior 1,8 veces respecto a la obtenida a 0,3 vvm y 200 rpm.  
Para el caso de enzimas hemicelulolíticas, Hoq, M., et al., (1994) analizaron diferentes niveles de 
agitación (100, 200 y 300 rpm) y  aireación (0,5 y 1,0 vvm) sobre la producción de xilanasas libres 
de celulasas por Thermomyces lanuginosus, La mayor actividad fue de 41630 U/L/h a 200 rpm y 1 
vvm. Reddy, V. et al., (2002) evaluaron el efecto de la aireación (0,25, 0,5, 0,75, 1,0 y 1,25 vvm) 
sobre la producción de hemicelulasas por Thermomyces lanuginosus. El incremento en las tasas de 
aireación indujo mayor actividad y producción de β-xilanasa obtenida a 0,75 vvm en 48 horas. Las 
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máximas actividades de β-xilosidasa y α-arabinosidasa fueron obtenidas a 0,75 vvm, mientas que 
los niveles de β-glucosidasa y β-manosidasa fueron constantes entre 0,75 y 1 vvm. 
De igual forma, existen diferencias interesantes entre suministrar aire u oxígeno molecular. 
Estudios  previos (Kirk, T. et al., 1978; Bar-Lev, S. y Kirk, T., 1981) demostraron que la 
degradación de componentes de la lignina por Phanerochaete chrysosporium fue superior cuando 
se suministró oxígeno al 100% que aire atmosférico (concentración de oxígeno de 21% v/v). 
Similarmente, Faison, D. y Kirk, T., 1985 y Dosoretz. C. et al., 1990  reportaron que tanto la 
degradación de lignina, como la actividad LiP, de P. chrysosporium se incrementaron en cultivos 
inicialmente suministrados con aire durante la fase de crecimiento y después reemplazado por 
oxígeno. 
Teniendo en cuenta la importancia de la agitación y el suministro de aire y oxígeno sobre la 
producción de enzimas, y la mayor actividad lacasa obtenida en biorreactor a 2 vvm y 400 rpm, 
respecto a la obtenida en matraz, se recomienda para futuras investigaciones analizar el efecto de 
suministro de oxígeno y aire en diferentes niveles, ya que es probable que se alcancen mayores 
valores de actividad y productividad volumétrica de esta enzima a diferentes condiciones. 
 
En cuanto a la actividad MnP determinada con DMP, la obtenida en este trabajo fue de 410,1 U/L, 
con una productividad volumétrica de 1,8 U/L/h. Esta productividad es inferior 2,3 veces respecto 
a la reportada por Hou, H. et al.,(2004), de 4,2 U/L/h, mediante fermentación sumergida con P. 
ostreatus y un medio sintético suplementado con 5 mg/L de MnCl2, e inferior 1,6 veces con 
relación a la obtenida por Ürek, R. y Pazarlioğlu, N. (2004), la cual fue de 2,9 U/L/h, a partir de 
fermentación en estado sólido de Phanerochaete chrysosporium inmovilizado en espuma de 
poliestireno.  
 
La actividad MnP es influenciada por diferentes factores como el tipo de microorganismo, 
temperatura, pH, composición del sustrato y condiciones de cultivo en general. Igualmente, la 
presencia de algunos compuestos metálicos como el manganeso, ha sido reportada para mejorar la 
actividad biocatalitica en hongos de podredumbre blanca sobre la degradación de lignocelulosa de 
subproductos agroindustriales (Kerem, Z. y Hadar, Y., 1995; Wuyep, P.A. et al., 2003) y diferentes 
clases de aserrín (Giardina, P. et al., 2000). Según Wariishi, H. et al., (1988) la actividad MnP 
requiere la presencia de Mn
+2
 para llevar a cabo su función catalítica de degradación de 
compuestos fenólicos.  
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En este trabajo, el medio de cultivo no fue suplementado con manganeso porque en la 
determinación de las mejores condiciones para maximizar la actividad lacasa a nivel matraz (véase 
capítulo 3, numeral 3.3.2), el valor de este metal fue aproximadamente cero y no tuvo efecto 
significativo sobre la variable de interés (lacasa); sin embargo, es posible que si lo haya tenido 
sobre la actividad MnP.  
 
El hecho de no haber adicionado manganeso al medio de cultivo, pudo tener un efecto sobre la 
actividad MnP, sin embargo, no es posible concluir si este efecto fue positivo o negativo, ya que no 
se determinó esta actividad con la adición de diferentes concentraciones de este metal. Se han 
reportado resultados con comportamientos diferentes al respecto, por ejemplo Martínez, M. et al. 
(1996) demostraron que la adición de Mn
+2
 en todos los niveles evaluados (1-4000 µM) a un medio 
sintético de Pleurotus eryngii inhibió la actividad MnP. Para el mismo hongo, Heinfling, A. et al. 
(1998) evaluaron la transformación de colorantes industriales por MnP y la decoloración de estos 
compuestos se obtuvo en ausencia de Mn
+2
. Baldrian, P. et al. (2005), evaluaron el efecto de 
adicionar cobre, manganeso y plomo sobre las actividades lignocelulolíticas de P. ostreatus 
cultivado sobre paja de trigo, y encontraron que la actividad MnP fue más baja en presencia de Mn 
que en su ausencia. De igual manera, también se han reportado resultados contradictorios, donde la 
adición de Mn
+2
 tiene un efecto positivo sobre la actividad MnP (Kerem, Z. y Hadar, Y., 1995; 
Giardina, P. et al., 2000; Wuyep, P.A. et al., 2003). Por estas razones, se recomienda para futuros 
trabajos analizar el efecto del manganeso sobre la actividad MnP. 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto a productividades volumétricas de enzimas 
ligninolíticas, se puede apreciar que la actividad lacasa del extracto enzimático puede competir con 
medios sintéticos comúnmente empleados para oxidación de compuestos no fenólicos; sin embargo 
para la actividad MnP, se debe continuar evaluando para incrementar la actividad hasta valores 
competitivos comercialmente. 
 
Respecto a las actividades celulolíticas reportadas en la Tabla 4-1, se puede observar que la 
actividad CMCasa es superior 17,3 veces respecto a la actividad celulasa, posiblemente debido a 
que esta última actividad fue inhibida por cobre, ya que según un estudio realizado por Geiger, G. 
et al., (1998) las celulasas y la -glucosidasa pueden ser inhibidas por la presencia de cobre en 
concentraciones de 0,2 a 1 mM, y teniendo en cuenta que el medio de cultivo fue suplementado 
con cobre 6 mM, se considera que hubo inhibición de celulasa por parte de este metal. 
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Las actividades CMCasas han sido reportadas tanto en fermentación sólida como líquida de P. 
ostreatus. Valášková, V. y Baldrian, P. (2006) estudiaron la producción de enzimas celulolíticas 
por Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor y Piptoporus betulinus, empleando un medio 
sintético. Para el caso de P. ostreatus, en fermentación sumergida por 30 días se alcanzó una 
actividad CMCasa de 1,75 U/L, con una productividad de 0,002 U/L/h. En esta investigación la 
actividada CMCasa obtenida fue de 1,9 U/L en 5 días, lo que implica una productividad de 0,02 
U/L/h, la cual es superior 10 veces respecto a la investigación referida anteriormente, debido 
principalmente al menor tiempo de fermentación. 
 
Shah, V. et al., (2006) evaluaron la influencia de dimetil sulfóxido sobre la producción de enzimas 
extracelulares en fermentación sumergida y obtuvieron una actividad CMCasa de 6400 U/L en un 
periodo de 10 días, lo que corresponde a una productividad volumétrica de 26,7 U/L/h. Por otro 
lado, empleando un sustrato natural como la paja de trigo,  Isikhuemhen, O. y Mikiashvilli, N., 
(2009), en fermentación sólida con P. ostreatus reportaron una actividad CMCasa de 1080 U/L en 
28 días. Esto significa una productividad volumétrica de la enzima de 1,6 U/L/h. La productividad 
de CMCasa obtenida en este trabajo (0,02 U/L/h) es inferior con relación a las investigaciones 
mencionadas anteriormente en 1335 veces para Shah, V. et al., 2006 y 80 veces para Isikhuemhen, 
O. y Mikiashvilli, N., 2009. Teniendo en cuenta esta baja actividad, y a pesar  de que el complejo 
enzimático se obtuvo en solo 5 días, se considera que bajo las condiciones de estudio Panicum 
maximum no es un sustrato adecuado para la obtención de estas enzimas. Es probable que en un 
tiempo mayor de fermentación y con empleo de inductores de actividad celulolítica se incrementen 
las productividades de celulasa y CMCasa. 
 
 
Los azúcares reductores totales obtenidos por la técnica de DNS fueron 0,76 + 0,08 g/L. Los 
azúcares cuantificados por HPLC, se reportan en la Tabla 4-2. Las curvas de calibración y el 
cromatograma obtenido se presentan en los Anexos F y G respectivamente.  
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Tabla 4-2 Azúcares presentes en el complejo enzimático de P. ostreatus a nivel biorreactor 
 
Azúcar 
Tiempo de 
retención (min) 
Concentración (g/L) 
Celobiosa 8,11 0,04 
Glucosa 9,72 0,25 
Xilosa 10,37 0,40 
Arabinosa 11,16 ND 
                            ND: no detectable 
Los azúcares reductores obtenidos a nivel biorreactor (0,76 g/L) fueron superiores en un 85,37% 
con respecto al proceso a nivel matraz (0,41 g/L) (véase Capítulo 3, numeral 3.3.3). Una posible 
razón de este hecho es que a nivel biorreactor la actividad lacasa fue superior 2,5 veces, lo que 
permitió una mayor degradación de lignina, y un mejor acceso a la celulosa por parte de las 
enzimas celulolíticas, y por lo tanto, una mayor concentración de azúcares reductores totales. De 
acuerdo con los resultados reportados en la Tabla 4-2, los azúcares obtenidos fueron: 5,8% 
celobiosa, 36,2% glucosa y 58% xilosa. El mayor porcentaje de azúcares corresponde a xilosa, lo 
cual indica la presencia de enzimas hemicelulolíticas, no evaluadas en este trabajo, pero de interés 
para futuras investigaciones. La menor presencia de glucosa respecto a xilosa se explica porque es 
probable que a medida que ésta se va produciendo, P. ostreatus la emplea como fuente de carbono 
para su crecimiento, ya que en el capítulo, sección 3.3.1 se demostró que este hongo tiene mayor 
preferencia por glucosa que xilosa.  
 
Para efectos comparativos, la concentración de azúcares reductores obtenida (0,76 g/L), es inferior 
a la reportada por El-Gammal, A. et al., (1998) para fermentación en estado sólido con 
Phanerochaete chrysosporium y Coriolus versicolor, empleando bagazo de caña como sustrato. En 
un periodo de 8 semanas alcanzaron concentraciones de 15,6 y 6 g/L respectivamente. La 
concentración de azúcares obtenida se debe a la baja actividad celulasa (0,11 U/L) y CMCasa (1,9 
U/L) con respecto a otras investigaciones (Shah, V. et al., 2006; Isikhuemhen, O. y Mikiashvilli, 
N., 2009). Otras posibles razones son la inhibición de la celulasa y β-glucosidasa por cobre 
(Geiger, G. et al., (1998), y la adsorción de enzimas celulolíticas a algunas partes de la lignina. 
Una opción para evitar este inconveniente es el empleo de surfactantes no iónicos como el Tween 
20 o Tween 80, los cuales crean interacciones hidrofóbicas con la lignina, permitiendo la 
liberación de enzimas ligadas a esta (Saha, B., 2004). En el caso de que el objetivo sea producción 
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de enzimas celulolíticas, se ha demostrado que tanto la celulosa, como la celobiosa y la lactosa 
actúan como inductores naturales eficaces de estas enzimas (Negro, M., 1991), por ejemplo, 
utilizando celobiosa como inductor y única fuente de carbono, se han alcanzado producciones 
enzimáticas tan altas como las obtenidas con celulosa (Enari, T., 1983). 
La producción de complejos enzimáticos a partir del cultivo de basidiomicetos empleando 
materiales lignocelulósicos como sustrato implica la obtención de azúcares provenientes de la 
hidrólisis de la celulosa y hemicelulosa, y a la vez se pueden generar una serie de compuestos 
inhibitorios para algunos microorganismos. Estos compuestos son producidos por la degradación 
de los monosacáridos obtenidos en la hidrólisis de la hemicelulosa y el fraccionamiento de la 
lignina. Basados en su origen, se pueden clasificar en tres grupos: derivados del furano, ácidos 
alifáticos de bajo peso molecular y compuestos fenólicos (Palmqvist, E. y Hägerdal, B., 2000). 
 
Los derivados del furano son producto de la degradación de la hemicelulosa y celulosa durante los 
procesos de hidrólisis. El furfural es formado a partir de las pentosas xilosa y arabinosa, mientras 
que el 5-hidroximetilfurfural (HMF) es obtenido por la degradación de las hexosas glucosa, 
manosa y galactosa. Dentro de los ácidos alifáticos se pueden encontrar el ácido fórmico y 
levulínico, resultantes de la subsecuente degradación del furfural e HMF, respectivamente. 
Igualmente, el ácido acético procedente de la hidrólisis de los grupos acetil presentes en la 
hemicelulosa (Sun, Y., 2002). El fraccionamiento parcial de la lignina da lugar a la formación de 
compuestos fenólicos, tales como el ácido 4-hidroxibenzoico, el siringaldehído, el ácido siríngico, 
la vainillina y el ácido vainillínico entre otros (Palmqvist, E. y Hägerdal, B., 2000). 
 
De acuerdo a lo anterior, se consideró importante identificar los compuestos presentes en el 
complejo enzimático obtenido, ya que el objetivo es emplear este complejo en procesos de 
degradación de materiales lignocelulósicos para la obtención de azúcares fermentables, y de 
manera general ampliar sus aplicaciones. En la Tabla 4-3 se reportan estos resultados. Las curvas 
de calibración y el cromatograma obtenido se presentan en los Anexos H e I respectivamente. 
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Tabla 4-3 Algunos compuestos presentes en el complejo enzimático de P. ostreatus a nivel 
biorreactor 
 
Tipo Inhibidor 
Tiempo de 
retención (min) 
Concentración (g/L) 
Derivados de los 
furanos 
5-hidroximetilfurfural 2,3 ND 
Furfural 3,0 ND 
Compuestos 
fenólicos 
Ácido 4-hidroxibenzoico 5,1 0,012 
4-hidroxibenzaldehido 7,6 0,023 
Ácido vainillínico 9,5 ND 
Vainillina 14,6 0,013 
Ácido siríngico 15,6 0,001 
Ácido p-cumárico 17,6 ND 
Siringaldehido 18,7 ND 
Ácido ferúlico 20,9 ND 
ND: no detectable 
 
Como se puede observar en la Tabla 4-3, la presencia de derivados de furano en el complejo 
enzimático es no detectable, ya que el furfural se obtiene a partir de la degradación de pentosas y el 
5-hidroximetilfurfural a partir de hexosas, y en este caso, la cantidad de azúcares reductores totales 
presentes en el extracto enzimático fue solamente de 0,76 g/L.   
Los compuestos fenólicos presentan un efecto inhibitorio en la fermentación alcohólica de 
Saccharomyces cerevisiae, y teniendo en cuenta que las posibles aplicaciones del complejo 
enzimático son la degradación de materiales lignocelulósicos y detoxificación de hidrolizados, es 
importante que las concentraciones de estos compuestos sean mínimas o nulas. El 4-ácido 
hidroxibenzoico y la vainillina en concentraciones de 1 g/L, se ha demostrado que causan una 
disminución en el rendimiento global de etanol del 30 y 25% respectivamente. En el caso de ácidos 
carboxílicos, causan una disminución en la producción de etanol, a concentraciones superiores a 
200 mM (Palmqvist, E. y Hägerdal, B., 2000). Los resultados reportados en la Tabla 4-3 
demuestran que las concentraciones de compuestos fenólicos son bajas respecto a las 
concentraciones que causan inhibición en la fermentación alcohólica, y en el caso de ácido 
vainillínico, ácido p-cumárico, siringaldehido y ácido ferúlico son no detectables. Esto se explica 
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por la  degradación de compuestos fenólicos por parte de las enzimas ligninolíticas presentes en el 
extracto enzimático. 
 
 
 
La caracterización fisicoquímica de Panicum maximum en cuanto a carbohidratos estructurales y 
lignina, antes (Capítulo 2, numeral 2.3.2) y después del proceso de degradación por el complejo 
enzimático se presenta en la Tabla 4-4. Como se puede observar los porcentajes de FDN, celulosa 
y hemicelulosa aumentaron en un 4,13, 5,28 y 13,46% respectivamente, en comparación con la 
composición del sustrato inicial, mientras que el contenido de lignina disminuyó en un 17,54%. El 
aumento de celulosa y hemicelulosa en el material tratado enzimáticamente se explica por la 
degradación de la lignina, ya que al disminuir el porcentaje de esta, el producto sólido se enriquece 
porcentualmente en los componentes menos hidrolizados, celulosa y hemicelulosa. Este resultado 
favocere un proceso selectivo de deslignificación, dirigido a la producción de azúcares y etanol, así 
como un mejoramiento en la digestibilidad de gramíneas forrajeras destinadas a la alimentación 
animal, y en general, procesos industriales de deslignificación de materiales lignocelulósicos. 
 
El incremento porcentual de celulosa después del proceso de degradación enzimática, presenta un 
comportamiento similar al de otros procesos reportados por Lee, J., 2010, donde comparan la 
aplicación del pre-tratamiento de autohidrólisis (explosión con vapor a pH neutro) y AFEX 
(explosión con vapor a pH básico) sobre el pasto Bermudagrass, encontrando que el contenido de 
celulosa aumentó de 25,2 % en el material sin pre-tratar a 44,3% en el material pretratado con 
autohidrolisis a 170 °C durante 30 min y 65 % en el material pretratado con AFEX a 100 °C 
durante 30 min. 
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Tabla 4-4 Carbohidratos estructurales y lignina de P. maximum antes y después del proceso de 
degradación por el complejo enzimático de P. ostreatus 
 
Análisis 
Composición inicial 
(% Base seca) 
Composición final 
(% Base seca) 
FDN 84,41 + 0,28 87,90 + 2,21 
FDA 58,41 + 0,27 58,40 + 1,35 
Celulosa 45,23 + 0,32 47,62 + 1,48 
Hemicelulosa 26,00 + 0,55 29,50 + 1,77 
Lignina 11,06 + 0,13 9,12 + 0,284 
 
 
Teniendo en cuenta las caracterizaciones inicial y final de Panicum maximum  reportadas en la 
Tabla 4-4, se realizaron balances de materia, y se calculó el grado de deslignificación e hidrólisis 
de carbohidratos estructurales mediante las ecuaciones 4-1 a 4-3. Los resultados obtenidos fueron: 
grado de deslignificación 25,5%, celulosa hidrolizada 4,9% y hemicelulosa hidrolizada 1,1%. La 
pérdida de peso correspondió a 9,7%. 
 
Los resultados demuestran que en el proceso se degradó principalmente lignina, lo cual se 
esperaba, ya que el complejo enzimático tenía mayor actividad ligninolítica que celulolítica. La 
disminución del contenido de lignina, es uno de los indicadores más importantes de la efectividad 
del proceso de degradación, debido a que incrementa el acceso a la celulosa por parte de enzimas 
celulolíticas, y en consecuencia mejora el proceso de hidrólisis y producción de azúcares. Los 
carbohidratos estructurales degradados en menor grado, corresponden, en el caso de la 
hemicelulosa, a la suma de xilosa, oligosacáridos de xilosa y furfural, y en el caso de la celulosa, a 
la suma de glucosa, oligosacáridos de glucosa y 5-hidroximetilfurfural (Dien, B., 2007). 
 
En cuanto al grado de deslignificación con pre-tratamientos biológicos y fermentación sólida, 
Taniguchi, M. et al., (2005) estudiaron el efecto del pre-tratamiento de cascarilla de arroz usando 4 
hongos de podredumbre blanca, y 60 días de cultivo. La pérdida de peso fue de 25%, y los grados 
de deslignificación de 41, 37, 21 y 18% para Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, 
Phanerochaete chrysosporium y Ceriporiopsis subvermispora respectivamente. Shi, J. et al. 
(2008) evaluaron el pre-tratamiento de tallos de algodón utilizando Phanerochaete chrysosporium 
y obtuvieron una degradación de lignina 27,9% en 14 días de cultivo. 
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Sustratos como la palma, han sido evaluados en Colombia. Ospina, A. y Piñeros, Y (2007) 
estudiaron la producción de enzimas ligninolíticas a partir del cultivo de Pleurotus sp. sobre raquis 
de palma y obtuvieron un grado de deslignificación de 43,1% en 30 días de cultivo. Rojas, L. 
(2011), evaluó la degradación de fibra prensada de palma, mediante fermentación en estado sólido 
con Pleurotus ostreatus y Phanerochaete chrysosporium, y medios de cultivo Mandels y Kirk. El 
mayor grado de deslignificación se alcanzó con P. ostreatus y medio Mandels. Este valor fue de 
34,6% en 28 días, mientras que en el caso de P. chrysosporium fue de 31% con los 2 medios de 
cultivo y en el mismo periodo de tiempo.  
 
En esta investigación, la pérdida de peso fue de 9,7%, y el grado de deslignificación de 25,5%, el 
cual es inferior con respecto a los reportados en las investigaciones referidas anteriormente, con 
excepción de los casos de P. chrysosporium y C. subvermispora con grados de deslignificación de 
21 y 18% respectivamente (Taniguchi, M. et al., 2005). Es importante tener en cuenta que el 
resultado alcanzado en este trabajo fue en solamente 2 días, mientras que en las investigaciones 
descritas fue en 60 días para Taniguchi, M. et al., 2005, 30 días para Ospina, A. y Piñeros, Y., 
2007, 14 días para Shi, J. et al.,2008 y 28 días para Rojas, L., 2011. Esto implica ventajas desde el 
punto de vista técnico y económico, ya que permite reducir el tiempo de operación para alcanzar 
grados de deslignificación similares. 
Respecto a procesos de deslignificación de gramíneas, los pre-tratamientos que generalmente se 
emplean son alcalinos, ácidos,  con organosolventes y combinaciones entre ellos.  
Dentro de los pre-tratamientos alcalinos, Wang, Z. et al., (2010) evaluaron el efecto de diferentes 
concentraciones de NaOH (0,5, 0,75, 1,0, 2,0 y 3,0 % p/v) y tiempos de residencia (15, 30, 60 y 90 
minutos) sobre el grado de deslignificación y la hidrólisis enzimática de “bermuda grass”. 
Aproximadamente el 86% de la lignina fue removida. Las condiciones de pre-tratamiento óptimo 
para producción de azúcares reductores a 121°C fueron 0,75% de NaOH y 15 minutos. Xu, J. y 
Cheng, J. (2011) analizaron el pre-tratamiento de “switchgrass” para producción de azúcares con la 
combinación de NaOH y Ca(OH)2 . La mayor reducción de lignina fue de 45,1% en un tiempo de 9 
horas, con una concentración de 0,2 g NaOH/g de biomasa, adicionado al inicio de le reacción. Los 
rendimientos de glucosa y xilosa fueron 59,4 y 57,3% respectivamente, con relación a los teóricos.  
En cuanto a pre-tratamientos ácidos, Vanderghem, C. et al., (2012) realizaron una optimización de 
deslignificación de Miscanthus x giganteus para hidrólisis enzimática usando una metodología de 
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superficie de respuesta. Las condiciones que permitieron la mayor digestibilidad enzimática 
fueron: tiempo 3 horas, temperatura 107°C y una relación ácido fórmico/ácido acético/agua de 
40/40/20%. Bajo estas condiciones se alcanzó un rendimiento de la pulpa de 56,4% con un grado 
de deslignificación de 79,6%. 
Los pre-tratamientos con organosolventes pueden ser realizados con el empleo de diferentes 
compuestos orgánicos o líquidos iónicos. Li, C. et al., (2010) compararon dos pre-tratamientos, 
con ácido diluido (H2SO4 al 3% p/v) y con un líquido iónico (1-etil-3-metil-acetato de imidazol) 
sobre la deslignificación y sacarificación enzimática de “switchgrass”. El mayor grado de 
deslignificación, de 69,2%  se obtuvo con el líquido iónico a 160°C por 3 horas. Este líquido 
iónico también ha sido estudiado por otros autores en pre-tratamientos de otros materiales 
lignocelulósicos, por ejemplo, Sun, N. et al., (2009) evaluaron la degradación de maderas de pino y 
roble a 110°C por 16 horas y alcanzaron una reducción de lignina de 26,1% para pino y 34,9% 
para roble. Lee, S. et al., (2009) lograron un grado de deslignificación de madera maple del 85%  
después de 70 horas de pre-tratamiento a 90°C. 
También se han realizado combinaciones de pre-tratamientos para mejorar la deslignificación de 
gramíneas. Hage, R. et al., (2010) evaluaron el efecto de autohidrólisis de Miscanthus x giganteus 
y la adición de 2-naftol sobre la deslignificación con etanol/agua (8/2 v/v) a 170°C por una hora. 
La mayor tasa de deslignificación, de 25%, y la mejor recuperación de azúcares se obtuvo en 
presencia de 2-naftol. Rodríguez, H. et al., (2011) estudiaron la adición de NH3 y/o O2 sobre la 
deslignificación de “miscanthus” disuelto en 1-etil-3-metil-acetato de imidazol y ambos factores 
tuvieron un efecto significativo. El contenido de lignina en el producto final fue de 
aproximadamente 10%, mientras que en el inicial del 23%. 
En el presente trabajo, el grado de deslignificación fue de 25,5%, el cual es inferior con respecto a 
todas las investigaciones anteriormente referidas para deslignificación de gramíneas, a excepción 
de la reportada por Hage, R. et al., (2010), la cual es similar. Vale destacar, que a pesar de que los 
resultados en general son inferiores, presentan la ventaja de que requieren un menor gasto 
energético y una generación casi nula de inhibidores de fermentación y compuestos tóxicos, con 
relación a los fisicoquímicos, alcalinos y ácidos. Igualmente, respecto a los pre-tratamientos con 
organosolventes presenta la ventaja de menor costo, ya que el empleo de solventes orgánicos 
específicos o líquidos iónicos representan un costo significativo en el proceso. 
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Las características morfológicas de Panicum maximum  antes del proceso de degradación por el 
complejo enzimático de P. ostreatus son presentadas en la Figura 4-4. A través de imágenes de 
microscopia electrónica de barrido (SEM) se puede apreciar de manera cualitativa las 
características del material, que consta de una superficie rugosa con prominencias que pueden estar 
constituidas de hemicelulosa, lignina, ceras y otros materiales (Corredor, D., 2008). En la Figura 4-
4b, se puede observar la morfología fibrosa del sustrato, con la presencia de lignina en la parte 
externa de la pared celular vegetal, y unidades ordenadas de celulosa en la parte interna. 
 
Figura 4-4 Microscopía electrónica de barrido de Panicum maximum antes del proceso de 
degradación por el complejo enzimático de P. ostreatus. a) Área superficial, b) Área lateral 
                       
 
                     a)                                                                       b) 
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Figura 4-5 Microscopía electrónica de barrido de Panicum maximum después del proceso de 
degradación por el complejo enzimático de P. ostreatus. a) Área superficial, b) Área lateral 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                      a)                                                                             b) 
 
El cambio morfológico de Panicum maximum después del proceso de degradación enzimática se 
observa en la Figura 4-5a, donde se pueden apreciar surcos o zanjas correspondientes a regiones de 
baja cristalinidad y un incremento en la porosidad del material respecto a las imágenes presentadas 
en la Figura 4-4 correspondientes al sustrato en su condición inicial. Estos cambios se deben al 
ataque de enzimas ligninolíticas en el proceso y a la pérdida de material. El efecto del complejo 
enzimático de P. ostreatus sobre la pared celular de P. maximum se observa en la Figura 4-5b con 
el deterioro de la fibra, disminuyendo la capa externa de la pared celular y aumentando los finales 
de cadena de las unidades ordenadas de celulosa. Este resultado conduce a un incremento en la 
susceptibilidad de P. maximum a una hidrólisis enzimática, debido a la degradación parcial de la 
lignina, que es la responsable de prevenir la penetración de enzimas celulolíticas al sustrato.  
 
 
La mayor actividad lacasa a nivel biorreactor se alcanzó a los 5 días, mientras que en matraz a los 
9,6 días. Esta diferencia en el tiempo, se debe a que se redujo la etapa de adaptación del hongo, 
como consecuencia de la forma de inoculación,  empleando el mismo medio de cultivo del inóculo 
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en el biorreactor. El menor tiempo requerido para maximizar la actividad lacasa, favoreció su 
productividad volumétrica. 
 
La actividad lacasa y su productividad volumétrica en biorreactor fueron superiores 2,5 y 4,7 veces 
respectivamente con relación a las obtenidas en matraz. Los factores de mayor diferencia fueron la 
aireación de 2 vvm y la agitación de 400 rpm para el caso de biorreactor. Probablemente, el nivel 
de aireación favoreció el crecimiento y producción de enzimas por parte de P. ostreatus, al tratarse 
de un hongo aerobio, y el incremento en la agitación disminuyó la adsorción de enzimas al 
sustrato, y por lo tanto, la actividad del complejo enzimático fue superior. 
 
Los azúcares reductores obtenidos a nivel biorreactor fueron superiores en un 85,37% con respecto 
al proceso a nivel matraz, como consecuencia de la mayor actividad lacasa alcanzada en reactor, lo 
que permitió una mayor degradación de lignina, y un mejor acceso a la celulosa por parte de las 
enzimas celulolíticas, y por lo tanto, una mayor concentración de azúcares reductores totales. 
 
El complejo enzimático producido a nivel biorreactor no tiene presencia de derivados de furano, y 
los compuestos fenólicos presentes son ácido 4-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, vainillina 
y ácido siríngico, todos en concentraciones inferiores a las que causan inhibición en procesos de 
fermentación alcohólica, debido a la acción oxidativa por parte de las lacasas. Entonces, se puede 
afirmar que el extracto enzimático tiene aplicaciones en procesos de degradación de materiales 
lignocelulósicos y detoxificación de hidrolizados destinados a la producción de etanol. 
 
El efecto del complejo enzimático de P. ostreatus sobre la pared celular de P. maximum se 
demostró con el grado de deslignificación de 25,5%, celulosa hidrolizada 4,9% y hemicelulosa 
hidrolizada 1,1%. En el proceso se degradó principalmente lignina, por su mayor actividad 
ligninolítica con relación a la celulolítica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Debido a la necesidad de satisfacer los requerimientos energéticos actuales, al incremento en el 
precio del petróleo y la reducción de sus reservas, la producción de azúcares y etanol a partir de 
fuentes renovables tiene gran interés para reemplazar parcialmente las fuentes petroquímicas 
convencionales. En este proceso juegan un papel muy importante las enzimas con alto poder 
deslignificante para facilitar la etapa de hidrólisis y obtención de azúcares. En este trabajo se 
evaluó la obtención de un complejo enzimático lignocelulolítico mediante el cultivo sumergido de 
P. ostreatus y P. maximum como sustrato, y su efecto sobre la degradación de dicho sustrato. El 
extracto obtenido tiene alta actividad lacasa y capacidad de degradación parcial de lignina, por lo 
tanto, tiene aplicación no solo en procesos de obtención de azúcares, sino en la industria textil, en 
la oxidación de compuestos fenólicos, en biorremediación y en procesos de deslignificación en 
general. 
 
Las conclusiones de este trabajo son las siguientes: 
La caracterización fisicoquímica en cuanto a carbohidratos estructurales y lignina de las ocho 
gramíneas analizadas fue similar. Sin embargo, los reportes de productividad agronómica de 
biomasa fueron superiores para Panicum maximum y Pennisetum purpureum con una diferencia 
entre ellos de solamente 1,96%, por lo tanto, se considera que ambos materiales tienen gran 
potencial para la producción de complejos enzimáticos y para ser empleados como materia prima 
en la obtención de azúcares y otros productos orgánicos de interés industrial. 
La gramínea forrajera seleccionada como sustrato para la producción de un complejo enzimático a 
partir del cultivo sumergido de Pleurotus ostreatus fue Panicum maximum, con un periodo de corte 
de 90 días, y contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina de 45,23%, 26% y 11,06% 
respectivamente. 
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El contenido total de carbohidratos estructurales de Panicum maximum es de 71,23% (peso seco), 
lo que lo hace un sustrato adecuado para la producción de azúcares fermentables, y el de 
hemicelulosa de 26%, lo convierte en un material interesante para la producción de xilitol o 
furfural. 
 
En la obtención del complejo enzimático lignocelulolítico a partir del cultivo de P. ostreatus en 
fermentación sumergida, fue necesario implementar un modelo de crecimiento diáuxico con la 
adición de una cantidad mínima de glucosa, para inducir el crecimiento del hongo y posterior 
producción de enzimas extracelulares, ya que con la presencia solamente de P.maximum como 
fuente de carbono no fue posible su crecimiento. 
 
La adición de P. maximum al medio base empleado para la producción del complejo 
lignocelulolítico por P. ostreatus tuvo un efecto inductor sobre la actividad lacasa, el cual se 
demostró con un incremento del 85,5% respecto al medio sin adición de este material. 
 
En la definición del medio de cultivo para la producción del complejo enzimático lignocelulolítico, 
los cinco factores experimentales: cobre, manganeso, cadmio, % de gramínea y tiempo, tuvieron 
un efecto positivo sobre la actividad lacasa; sin embargo, los que tuvieron efecto significativo con 
un nivel de confianza del 95% fueron tiempo y cobre.  
 
Las concentraciones de los componentes del medio de cultivo y el tiempo que permitieron 
maximizar la actividad lacasa a nivel matraz fueron: cobre 6,0 mM, manganeso 3,50E-08 mM, 
cadmio 2,3 mM, gramínea 5,2%p/v y tiempo 9,6 días. 
 
La actividad lacasa obtenida bajo condiciones que maximizaron la actividad lacasa en matraz fue 
de 1553,74 U/L y la productividad volumétrica de 6,7 U/L/h. Estos valores son superiores con 
respecto a algunos reportados en la literatura con medios sintéticos debido a la presencia de cobre 
y lignina en el medio de cultivo y el sustrato, por lo tanto, se puede afirmar que el empleo de P. 
maximum como sustrato, puede competir con medios sintéticos comúnmente empleados para la 
producción de lacasas.  
 
La actividad lacasa y su productividad volumétrica alcanzadas en biorreactor fueron superiores 2,5 
y 4,7 veces respectivamente, con relación a las obtenidas en matraz, como consecuencia de que los 
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cambios en el sistema de biorreacción, como la forma del reactor, la inyección de aire, la 
inoculación y el aumento en la agitación, favorecieron la producción de lacasas. 
 
La productividad volumétrica de lacasa obtenida en biorreactor, y sin adición de mediadores 
artificiales, puede competir con medios sintéticos comúnmente empleados para obtención de estas 
enzimas.  
 
Los azúcares reductores obtenidos en biorreactor fueron superiores en un 85,37% con respecto a 
los obtenidos en matraz, debido a que la mayor actividad ligninolítica (en biorreactor) expresada 
como lacasa facilitó eliminar la barrera física que representa la lignina en el proceso de hidrólisis 
de celulosa para producción de azúcares. 
 
El complejo enzimático obtenido en biorreactor presentó mayor actividad ligninolítica que 
celulolítica y una presencia mínima de inhibidores de fermentación alcohólica debido a la acción 
oxidativa de las lacasas, y por lo tanto, se puede emplear en procesos de degradación de materiales 
lignocelulósicos y detoxificación de hidrolizados destinados a la producción de etanol. 
 
El efecto del complejo enzimático lignocelulolítico sobre P. maximum permitió degradar la lignina 
en un  25,5%, la celulosa en un 4,9% y la hemicelulosa en un 1,1%. Este resultado demuestra un 
efecto de degradación selectiva de lignina, lo cual representa ventajas en procesos donde el 
objetivo sea degradar lignina sin que haya pérdida de celulosa, ya que permite aprovechar ésta al 
máximo. 
 
Para futuras investigaciones relacionadas con el tema se recomienda: 
 
Para la selección del sustrato: 
 
Realizar un análisis agronómico detallado de productividad de biomasa y condiciones de cultivo de 
las gramíneas forrajeras analizadas en este trabajo. 
 
Emplear la gramínea Pennisetum purpureum por su alta productividad agronómica, como sustrato 
para la producción de enzimas lignocelulolíticas con P. ostreatus y otros hongos de podredumbre 
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blanca, ya que la caracterización fisicoquímica y productividad de biomasa fueron similares a P. 
maximum empleado en este trabajo. 
 
Para la obtención del complejo lignocelulolítico a nivel matraz: 
 
Plantear un diseño experimental donde no se varíe las concentraciones de manganeso y cadmio, ya 
que se demostró que no tuvieron efecto significativo sobre la variable de interés. 
 
Analizar el efecto de cobre en concentraciones superiores a 6 mM, ya que en este trabajo no fue 
posible establecer el valor que maximice la actividad lacasa. 
 
Evaluar el efecto de otros inductores de actividad lacasa como tirosina, 2,5-xilidina, alcohol 
veratrílico, zinc, magnesio, ácido ferúlico, ácido vainillínico y toluidina. 
 
Estudiar el efecto de inductores de actividad ligninolítica no solo sobre la actividad lacasa, sino 
también sobre MnP. 
 
Incluir en las variables del diseño experimental, condiciones de proceso como pH, temperatura y 
nivel de agitación, ya que son de gran importancia en el análisis de actividad enzimática. 
 
Para la obtención y evaluación del complejo lignocelulolítico a nivel biorreactor: 
 
Realizar un diseño detallado del biorreactor y mejorar las condiciones de control del proceso.  
 
Realizar el proceso a 0 vvm, 1 vvm y 2 vvm manteniendo constantes las demás variables del 
proceso, con el objetivo de evaluar el efecto de la aireación sobre la actividad lacasa. 
 
Evaluar el efecto del cambio de agitación sobre las actividades ligninolíticas y celulolíticas. 
 
Adicionar un agente de tensión superficial al medio de cultivo para evitar adsorción de las enzimas 
al sustrato y evitar pérdida de actividad enzimática.  
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Hacer un estudio más detallado, y plantear un diseño de experimentos con 2 variables de respuesta: 
actividad lacasa y azúcares reductores totales, con el fin de generar información que permita 
escalar el proceso. 
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Análisis de varianza de FDN 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre grupos 39,4315 7 5,6331 6,2250 0,0098 3,5005 
Dentro de los 
grupos 7,2393 8 0,9049 
   
       Total 46,6708 15         
 
 
Análisis de varianza de FDA 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre grupos 205,3183 7 29,3312 22,9043 0,0001 3,5005 
Dentro de los 
grupos 10,2448 8 1,2806 
   
       Total 215,5631 15         
 
 
Análisis de varianza de celulosa 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre grupos 26,1509 7 3,7358 3,1676 0,0643 3,5005 
Dentro de los 
grupos 9,4353 8 1,1794 
   
       Total 35,5862 15         
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Análisis de varianza de hemicelulosa 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre grupos 238,5334 7 34,0762 20,3756 0,0002 3,5005 
Dentro de los 
grupos 13,3792 8 1,6724 
   
       Total 251,9126 15         
 
 
Análisis de varianza de lignina 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre grupos 2,4962 7 0,3566 2,6854 0,0949 3,5005 
Dentro de los 
grupos 1,0623 8 0,1328 
   
       Total 3,5585 15         
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Análisis de varianza de FDN 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio  
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico  
para F 
Tiempo 917,7640 3 305,9213 577,2419 1,10E-09 4,0662 
Gramínea 194,9295 1 194,9295 367,8118 5,66E-08 5,3177 
Interacción 11,7148 3 3,9049 7,3682 0,0109 4,0662 
Residual 4,2398 8 0,5300 
   
       Total 1128,6480 15         
 
 
Análisis de varianza de FDA 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio  
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
 para F 
Tiempo 1130,9157 3 376,9719 150,8611 2,22E-07 4,0662 
Gramínea 33,8456 1 33,8456 13,5447 0,0062 5,3177 
Interacción 17,4378 3 5,8126 2,3261 0,1511 4,0662 
Residual 19,9904 8 2,4988 
   
       Total 1202,1895 15         
 
 
Análisis de varianza de celulosa 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio  
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico  
para F 
Tiempo 808,0085 3 269,3362 271,6412 2,19E-08 4,0662 
Gramínea 15,3632 1 15,3632 15,4947 0,0043 5,3177 
Interacción 11,4039 3 3,8013 3,8338 0,0571 4,0662 
Residual 7,9321 8 0,9915 
   
       Total 842,7077 15         
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Análisis de varianza de hemicelulosa 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio  
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico  
para F 
Tiempo 71,9086 3 23,9695 10,3703 0,0039 4,0662 
Gramínea 66,3251 1 66,3251 28,6952 0,0007 5,3177 
Interacción 24,2213 3 8,0738 3,4931 0,0698 4,0662 
Residual 18,4909 8 2,3114 
   
       Total 180,9459 15         
 
 
Análisis de varianza de lignina 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio  
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico  
para F 
Tiempo 96,8691 3 32,2897 398,2587 4,80E-09 4,0662 
Gramínea 2,5906 1 2,5906 31,9520 0,0005 5,3177 
Interacción 1,4307 3 0,4769 5,8822 0,0202 4,0662 
Residual 0,6486 8 0,0811 
   
       Total 101,5391 15         
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Para la creación del banco primario de la cepa de Pleurotus ostreatus, empleada como pre-inóculo, 
se sigue el siguiente procedimiento: 
  
Reactivos:  
 PDA 
 PDA inoculado con Pleurotus ostreatus a 28°C por 7 días 
 
Materiales y equipos: 
 50 Crioviales con capacidad de 2ml 
 Micropipeta de 1000 µl  
 Puntas para micropipeta de 1000 µl, estériles  
 Autoclave 
 Cabina de flujo laminar 
 
Procedimiento:  
 Adicionar 1 ml de solución de PDA (29g/L) a cada uno de los crio-viales 
 Esterilizar a 120°C por 15 minutos y dejar enfriar hasta 30°C 
 Adicionar un circulo de 0.5 cm de diámetro del hongo, tomado de la caja de PDA, previamente 
inoculada, a cada crio-vial 
 Mantener a 4ºC 
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Ensayo 
Cobre             
(mM) 
Manganeso 
(mM) 
Cadmio 
(mM) 
Gramínea 
% (p/v) 
Tiempo 
(días) 
1 4,5 1,5 1,5 3 4 
2 1,5 4,5 1,5 3 4 
3 1,5 1,5 4,5 7 10 
4 6 3 3 5 7 
5 3 3 3 5 7 
6 3 0 3 5 7 
7 4,5 4,5 1,5 7 4 
8 1,5 1,5 1,5 3 10 
9 3 3 6 5 7 
10 3 3 0 5 7 
11 3 3 3 9 7 
12 4,5 1,5 1,5 7 10 
13 4,5 4,5 4,5 7 10 
14 4,5 1,5 4,5 7 4 
15 4,5 4,5 4,5 3 4 
16 3 3 3 5 7 
17 1,5 4,5 4,5 3 10 
18 3 6 3 5 7 
19 3 3 3 1 7 
20 4,5 4,5 1,5 3 10 
21 0 3 3 5 7 
22 1,5 1,5 4,5 3 4 
23 3 3 3 5 13 
24 3 3 3 5 7 
25 3 3 3 5 1 
26 1,5 1,5 1,5 7 4 
27 1,5 4,5 1,5 7 10 
28 1,5 4,5 4,5 7 4 
29 4,5 1,5 4,5 3 10 
30 3 3 3 5 7 
        p/v: peso/volumen 
 
 
 
 
Anexos                                                                                                                                                            139 
 
 
Reactivos:  
 
 Tartrato de sodio y potasio 
 Hidróxido de sodio (NaOH) 
 Ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS) 
 Agua destilada 
 
Materiales y equipos: 
 
 1 matraz volumétrico de 100 ml con tapón 
 1 micropipeta de 500 µl 
 Frasco de vidrio ambar 
 Papel Kraft 
 2 Vasos precipitados de 100 ml y 250 ml 
 1 baño de María simple 
 Hielo 
 1 gradilla forrada con plástico negro 
 1 espátula 
 21 tubos de ensayo de16 x150 mm 
 1 plancha de calentamiento 
 1 plancha de agitación 
 1 espectrofotómetro  
 
Procedimiento:  
 
Preparación de la solución de DNS: 
 
 Disolver 1.6 g de NaOH en 20 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 250 ml con 
agitación magnética. Posteriormente, adicionar 30 ml de agua destilada y disolver en intervalos 
43.8 g de tartrato de sodio y potasio. 
 
                                                                             Estudio del efecto de enzimas ligninolíticas y celulolíticas 
140                                                                             obtenidas de P. ostreatus sobre una gramínea forrajera 
 
 Disolver 1 g de DNS  en 20 ml de agua destilada en un vaso de precipitado de 100 ml 
previamente forrado con papel kraft. Tapar y mantener en agitación por 16 horas 
aproximadamente. 
 
 Mezclar la solución que contiene el tartrato de sodio y potasio con la solución de DNS y aforar 
a 100 ml con agua destilada. La solución debe ser color naranja translucido. 
 
 Transvasar la solución a un frasco de vidrio ambar previamente forrado con papel Kraft y 
mantener en un lugar fresco y protegido de la luz.  La vigencia del reactivo es de 
aproximadamente dos meses. 
 
Curva de calibración: 
 
 Elaborar 25 ml de una solución stock de glucosa en agua destilada que contenga 2g/L en un 
balón aforado 
 Preparar una serie de diluciones de 1,7 g/L, 1,5 g/L, 1 g/L, 0,7 g/L, 0.5 g/L y 0,3 g/L. Hacer 
todo por triplicado, e incluir la muestra de 2g/L 
 Mezclar 0,25 ml de cada dilución con 0,25 ml de solución DNS en cada tubo de ensayo, 
dispuestos en una gradilla previamente forrada con plástico negro, con el objetivo de que la 
reacción se haga en la oscuridad 
 Colocar los tubos con las soluciones durante 5 minutos en baño de agua hirviendo e 
inmediatamente, pasar los tubos a un baño de hielo durante 5 minutos 
  Adicionar 2.5 ml de agua destilada, agitar y dejar en reposo durante 10 minutos 
 Leer la absorbancia a 540nm 
 Graficar la absorbancia en función de la concentración (g/L). Mediante regresión lineal hallar la 
ecuación correspondiente a la gráfica elaborada. Utilizar esta curva estándar para determinar la 
concentración de glucosa en las muestras problema  
 
Determinación de azúcares reductores en la muestra: 
 Realizar el mismo procedimiento descrito anteriormente, pero reemplazando  la glucosa por las 
muestras a analizar. Estas muestras deben estar centrifugadas y con pH neutro 
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Curva de calibración obtenida: 
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Curva de calibración de Celobiosa 
 
 
 
Curva de calibración de Glucosa 
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Curva de calibración de Xilosa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
y = 1,1091E+06x + 9,8122E+03 
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Curva de calibración de Ácido 4-hidroxibenzoico 
 
 
 
Curva de calibración de 4-hidroxibenzaldehido 
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Curva de calibración de Vainillina 
 
 
 
 
 
Curva de calibración de Ácido siríngico 
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